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Узагальнено i проаналізовано літературні дані стосовно функціонування та властивостей різних йон-транспортувальних 
систем лімфоцитів, Розглянуто системи пасивного, первинно- та вторинноактивного транспортування йонів в лімфоцитах. 
II i i i Ма’, К'-АТР i Са", Ме“ -АТР i 
редставлені результати власних досліджень про функціонування Na’, К -ази i Ca^, Mg - -аз B лімфоцитах 
периферичної крові, зміни ix активностей за умов розвитку ревматичної патології, а також кінетичних властивостей 


оуабаїнчутливої Ма’, К -АТР-ази. 


Ключові слова: лімфоцити, транспортування йонів, йонні канали, обмінники, помпи. 


Для виконання складних функцій лімфоцитів у 
них повинна існувати досконала система регуляції 
клітинного гомеостазу та внутрішньоклітинної 
сигналізації. Вивчення регуляторних механізмів 
підтримання внутрішньоклітинного йонного 
гомеостазу визначається множинністю 
транспортувальних систем плазматичної мембрани та 
внутрішньоклітинних структур. Системи 
транспортування йонів відрізняються як за швидкістю 
перенесення, так 1 за напрямком їх перенесення та 
рядом іншими чинників. Фундаментальну роль у 
підтриманні 1 регуляції рН клітини та гомеостазу 
йонів y клітині належить  мембранозв'язаним 
системам пасивного (йонні канали) та активного 
(йонні помпи та обмінники) транспортування йонів. 
Стан внутрішньоклітинного йонного гомеостазу тісно 
пов'язаний з енергетичним обміном практично всіх 
біохімічних, біофізичних та фізіологічних процесів. 

Розглядаючи гомеостаз йонів Ма’, Са“, К’, СГ та 
Н" слід відмітити його надзвичайну складність, що 
зумовлено значною кількістю чинників, які 
впливають на локалізацію йонів у клітині та поза нею. 
Такими чинниками є системи акумуляції та 
транспортування йонів, як: Ма, K -, Са», Mg- i H- 
АТР-ази, Na -Ca?., Na-H-i Са" -Н'-обмінники, Ма’, 
2СГ, К'-котранспортер, калієві, натрієві, кальцієві та 
хлорні канали. Робота цих йон-транспортувальних 
систем € настільки потужною, що, як наслідок, 
створюється нерівномірний розподіл йонів по обидві 


сторони плазматичної мембрани. Зміни 
біоелектричних параметрів клітини, зокрема 1 клітин 
крові, значною мірою залежать як від стану самої 
плазматичної мембрани [1, 2] так 1 від 
функціонування мембранозв'язаних білків, таких як 
йонні канали, АТР-ази та обмінники. 

Лімфоцити є ключовими клітинами імунної 
системи, 1 в кооперації з іншими видами лейкоцитів, 
відіграють важливу роль у забезпеченні 
компенсаторно-пристосувальних реакцій організму 
[3]. Оскільки внутрішньоклітинний метаболізм 
лімфоцитів грунтується на фізіологічно і біохімічно 
закріпленій здатності цих клітини швидко реагувати 
на будь-які зміни гомеостазу в організмі, то модуляція 
біофізичних процесів 1 біохімічних реакцій у 
лімфоцитах настає значно раніше, ніж змінюються 
морфологічні та біохімічні показники крові [4]. Це дає 
змогу використовувати статус лімфоцитів в якості 
"метаболічного дзеркала" організму [5, 6]. Тому 
актуальними є дослідження спрямовані на вивчення 
регулювання йонного гомеостазу у лімфоцитах і його 
особливостей. 

Мета дослідження - описати закономірності 
мембранного транспортування та підтримання 
гомеостазу йонів у лімфоцитах крові людини. 

Системи пасивного транспортування йонів. В 
лімфоцитах експресуються різні типи йонних каналів. 
З використанням методу петч-клемп найбільш 
вивченими були потенціалкеровані калієві канали 
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(voltage-operated К” channels, K'-VOC), які можна 
співставити з каналами витоку в збудливих клітинах 
17, 8]. 

Електрофізіологічно було виявлено експресію 
щонайменше трьох типів  потенціал-керованих 
калієвих каналів в лімфоцитах [9]. Перший М (normal) 
тип кодується Kv1.3 геном і є найбільш поширеним, 
другий М | (nearly normal) нагадуе перший тип, але 
дещо відрізняється від нього способом інактивації та 
фармакологічною сприйнятливістю. Канали третього 
L (large conductance) типу є каналами високої 
провідності [10, 11]. 

За фізіологічних умов мембранний потенціал 
спокою Т-лімфоциту становить приблизно —50 мВ 1 
підтримується роботою Ку1.3 каналів [8, 12, 13]. 
Дослідниками показано [8], що у плазматичній 
мембрані Т-лімфоциту, виділеного з периферичної 
крові людини, є близько 400 функціональних КУ1.3 
каналів. Крім Т-лімфоцитів, щ канали незначно 
експресуються i у  В-лімфоцитах та широко 
використовуються як мішені для 1муносупресорних 
агентів [14]. Блокатори цих каналів інгібують поділ та 
активацію лімфоцитів 1 затримують їх поділ у стадії 
G,-S (15, 16]. Потенціалкеровані калієві канали № типу 
лімфоцитів відіграють важливу роль у підтриманні 
мембранного потенціалу та модуляції кальцієвої 
сигналізації [14]. Селективні інгібітори цих каналів 
деполяризують мембрану, послаблюють кальцієву 
сигналізацію, інгібують клітинну проліферацію, 
секрецію цитокінів, Т-клітинну активацію in vitro Ta 
пригнічують імунну відповідь in vivo |7, 17-21]. 
Стимуляція Т-лімфоцитів протеїнкіназою С збільшує 
провідність калієвого струму в Т-лімфоцитах [22]. 
Виявлено [23], що рівень експресії Kv1.3 зростає під 
час активації Т-лімфоцитів. 

Також в лімфоцитах виявлений ще один тип 
потенціалкерованих калієвих каналів, які чутливі до 
інгібування харибдотоксином. Ці канали підтримують 
мембранний потенціал у разі блокування Kv1.3 [24]. 

Інший тип калієвого струму в Т-лімфоцитах 
активується із зростанням цитозольної концентрації 
йонів Ca” (ІСа" 1). Встановлено [25], що в Т- та В- 
лімфоцитах людини кальцій-активований калієвий 
струм характеризується середньою величиною 
провідності каналу. Кальцій-активовані калієві канали 
(calcium activated К’ channels, Кс.) є закритими B 
стані спокою за низької базальної [ба |, IIIBHJIKO 
активуються при зростанні [Ca^]; i характеризуються 
ефективним коефіцієнтом зв'язування близько 3-107 
M та високим ступенем кооперативності з Са". Ці 
канали вїдїграють важливу роль y модулюванн! Ca” 
сигналізації шляхом регулювання мембранного 
потенціалу у збудливих і незбудливих клітинах. 
Загальноприйнято, що Кс, Канали класифікують як 
канали високої, середньої та низької провідності. 

Кальцій-активовані калієві канали в Т-лімфоцитах 
активуються внаслідок зростання [Ca] „до 2:10’ Mi 
більше, мають провідність 11-35 nCM i блокуються 
харибдотоксином [25]. Кса канали низької провідності 


були ідентифіковані в Т-клітинній лінії Jurkat (Т- 
лімфобластна лінія людини) [26]. Показано [27, 28], 
що в CD4+ Т-лімфоцитах провідність KCa3.1 каналів 
зростає під впливом нуклеозиддифосфаткінази В 
(ХОРК-В) 1 фосфатидидінозитол-3-кінази. 

Відомо, що внутрішньоклітинний Са" виступае 
ключовим сигнальним месенджером практично у BCIX 
типах клітин. У лімфоцитах зміни [Ca] ‚асоціюються 
з численними клітинними процесами 1 реакціями, 
такими як активація клітинних кіназ і фосфатаз, 
регулювання цитоскелетних білків, контроль 
транскрипції, модуляція поверхневих рецепторів [29]. 
Підвищення [Ca]; в Т-лімфоцитах при зв'язуванні T- 
клітинного рецептора 3 чужорідним антигеном 
запускає транскрипційні процеси, які, в кінцевому 
результаті, ведуть до секреції ефекторних цитокінів 1 
координації імунної відповіді [30]. Зниження рівня 
[Ca^]; веде до ослаблення активації Т-лімфоцитів і до 
розвитку різних форм імунодефіциту [31, 32]. 
Імунологічна | реактивність | лімфоцитів також 
пов'язана зі змінами [Ca]; [33]. 

Відомо, що зростання [Са], B лімфоцитах, AK 1 y 
всїх еукарїотичних клїтинах, здїйснюється двома 
шляхами: вивільненням компартменталізованого Са?“ 
3 внутрішньоклітиних депо (цистерни 
ендоплазматичного ретикулуму (ЕПР) 1 мітохондрії) 
або | шляхом активації Са” входу через 
цитоплазматичну мембрану із зовнішньоклітинного 
середовища. Оскільки об'єм ЕПР складає всього 1% 
від загального об'єму Т-лімфоциту, то вважають, що 
вхід зовнішньоклітинного Са" може забезпечити 
протягом багатьох годин необхідний для активації 
лімфоцитів рівень внутрішньоклітинного Ca” [32, 34]. 

Прийнято вважати, що в клітинах крові 
надходження Са" в основному здійснюється через 
депокеровані Са" '-канали (store-operated Ci 
channels, SOCC, Са" release-activated Са“ current 
channel, CRAC-channel), які присутні у 
цитоплазматичній мембрані та активуються при 
спустошенні ендоплазматичного пулу Ca^ [35, 36]. Ці 
канали € необхідними для довготривалої регуляції 
сигналу, що є важливим для транскрипції. Показано 
[37], що первинний імунодефіцит Т-клітин пов'язаний 
з порушенням Са" входу через депокеровані pa 
канали. 

На даний час невїдомий точний механізм 
спряження мїж спустошенням внутрїшньоклїтинного 
депо з входом Ca” через ці канали. Відомо, що Т- та 
В-лімфоцити взаємодіють 3 антигенами через 
рецептори на поверхні їх мембрани. При взаємодії 
антигену з рецептором на поверхні лімфоциту 
утворюється 1нозитол-1,4,5-трифосфат (IP3), який веде 
до вивільнення Са" з цистерн ЕПР. При спустошенні 
ендоплазматичного пулу Ca” відбувається активація 
депокерованих Са!" -каналів, що дозволяє лімфоцитам 
підтримувати тривале зростання концентрації Ca”. 
Таке зростання концентрації Ca^" активується 
ядерним фактором активації Т-лімфоцитів [38]. 
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Депокеровані Са" -канали мають однакову 
провідність для йонів Ca”, Na’ i Ва" . Активність цих 
каналів залежить від концентрації вільного Ca? y 
внутрішньоклітинних депо Ta y цитозолі [39]. Проте, 
їншими дослїдниками [40, 41] встановлено, що 
депокерован канали лімфоцитів є | високо 
селективними для Ca^ (провідність для Са? в 100 
разів вища ніж для одновалентних йонів). 

Потенціалкеровані кальцієві канали (voltage- 
operated | Са" channels, Са" -УОС) є широко 
поширеними в різних типах клітин 1 тканин організму 
людини та тварин Ц! канали забезпечують 
надходження позаклітинного Ca^" у цитозоль у 
відповідь на деполяризацію плазматичної мембрани. 
Потенціалкеровані Са" канали характерн! переважно 
збудливим тканинам. Проте, потенціалкеровані Са - 
канали L-runy були виявлені у клітинах лінії Jurkat 
[42]. 

Для лімфоцитів також характерні хлорні канали 
(chloride channels). Ці канали створюють аніонні та 
осмотичні потоки, які необхідні для підтримування та 
регуляції клітинного об'єму лімфоцитів, а також 
відіграють важливу роль у мітогенезі, допомагаючи 
підтримувати | мембранний потенціал [43-48]. 
Дослідниками показано [45], що додавання АТР в 
середовище викликало активацію вихідного хлорного 
струму в лімфоцитах, який зворотньо активувався при 
створенні гіпотонічного зовнішньоклітинного 
середовища [49, 50). Цей струм отримав назву 
об'ємактивованого хлорного струму Iciswen (volume- 
regulated anion current, VRAC), що сприяло розумінню 
його електрофїзїологїчних характеристик [51]. 
Декілька типів СГ-каналв було ідентифіковано в 
лімфоцитах: міні-канал з провідністю 1-2-пСм, 40 
пСм канал i 300-400-пСм максі-Сі-канал. Оскільки, y 
нормальних  лімфоцитах мембранний потенціал 
спокою -50 MB є менший ніж С1-рівноважний 
потенціал, що становить приблизно -35 MB, активація 
СІ-каналів викликає витікання йонів Cl та мембранну 
деполяризацію [52]. 

Хлорні струми характерні для багатьох типів 
клітин, вони беруть участь у  регуляторному 
зменшенні клітинного об'єму (RVD - Regulatory 
Volume Decrease), який веде до відновлення об'єму 
клїтини за умов гіпоосмотичного стресу [53, 54]. 
Хлорн! струми індукуються із затримкою | хв. після 
клітинного набухання та залежать від цитозольної 
концентрації АТР. Крім йонів СГ, ці канали можуть 
транспортувати йони Г, Br та МО» -йони, а також деякі 
амінокислоти, наприклад, апартат та глутамат [50]. 

СКмеу канали i Ку1.3 канали є об'єднані 
функціональними зв'язками в регуляції клітинного 
об'єму Т-ліфмоцитів [55]. У відповідь на набухання 
клітини, активація хлорного струму запускає КУР. У 
зрілих Т-лімфоцитах RVD є Ca? -незалежним. 
Набухання клітини активує хлорну провідність, в 
результаті чого мембрана  деполяризується до 
величини хлорного рівноважного потенціалу (-35 мВ). 
Результатом такої деполяризації є відкриття Ку1.3 


каналів. Мембранний потенціал набуває значень між 
величиною мембранного потенціалу спокою 1 
хлорного рівноважного потенціалу (клітина втрачає 
йони K' i CI). Проте, в тимоцитах ВУР має Саг 
залежну складову — незалежну активність СКАС 
каналів. Вона активується потеншал-активованим 
Са" входом, який веде до активації калієвого струму 
[56]. Тому KCa3.1 канали сприяють КУР в тимоцитах. 
Поєднані потоки йонів К’ через Ку1.3 1 KCa3.1 
відновлюють клітинний об'єм швидше, ніж у випадку 
окремих потоків. 

Ще один тип струму був ідентифікований 
дослідниками в Т-лімфоцитах, за відсутності йонів 
Mg” у розчині i отримав назву Mg? анпбованого 
Са" «струму (Mg inhibited Са" -permeable current, 
MIC) [57] або MagNuM капонного струму (magnesium 
nucleotide metal) [58]. Цей струм реєструється при 
клітинному відведенні одночасно з CRAC струмом, є 
зовнішньо напрямлений і неспецифічно переносить 
одно- та двовалентні йони. Проте, МІС-канали (МІС 
channels) мають значно вищу провідність, ніж СКАС 
канали, інший механізм активації, нижчу йонну 
специфічність для катіонів та іншу фармакологічну 
чутливість [57-59]. МІС-струм реєструється як B 
лімфоцитах, які перебувають в стані спокою, так і в 
проліферуючих лімфоцитах [60, 61]. Припускають, що 
МіІС-канали є вкрай важливими під час активації та 
проліферації Т-лімфоцитів [61, 62]. 

Проводячи трансмембранний струм і володіючи 


виразною  кіназною активністю, МІС канал 
представляє собою так званий каналоензим. 
Припускають, що найбільш ймовірний механізм 


інгібування МІС-канальної провідності є екранування 
негативних зарядів фосфатидилінозитол-4,5- 
дифосфату йонами Mg” або iHIIIHMH двовалентними 
катіонами [63, 64]. 

З використанням моделі клітинної лінії DT-40 B- 
лімфоцитів курчат показано, що зниження 
ЦИТОЗОЛЬНОГО Mg” веде до активацїї канальної 
провідності для йонів Mg” які входять B клітину 1 
відновлюють фізіологічну цитозольну концентрацію 
цих йонів [65]. 

Натрієві канали експресуються не тільки у 
збудливих клітинах, але И у клітинах імунної системи. 
В клітинах лінії Jurkat щонайменше чотири типи 
потенціалкерованих натрієвих каналів (voltage-gated 
sodium channels, Ма -МОС) експеруються в тій чи 
іншій мірі: Nayl.5, Nayl.6 Nayl.8 та Nayl.9. За 
допомогою Вестерн-блот аналізу та полімеразної 
ланцюгової реакції 13 зворотньою транскрипцією 
показано, що Nayl.6 експресується в неактивни 
формі, Nay1.8 та Nay1.9 — експресуються в незначній 
мірі, а Мау1.5 є головним типом, який експресується y 
T- клітинах лінії Jurkat [66]. У Ср4+ Т-лімфоцитах 
активованими  антиген-презентуючими клітинами 
ідентифіковано потенціалкеровані натрієві канали. 
Зокрема, натрієвий струм реєструється через 10-20 хв. 
після їх стимуляції. Показано, що величина натрієвого 
струму залежить від зовнішньоклітинної концентрації 


ФУНКЦІОНАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА ЙОН-ТРАНСПОРТУВАЛЬНИХ СИСТЕМ ЛІМФОЦИТІВ КРОВІ 


йонів [Na ]. Ta інгібується високими концентраціями 
тетродоксину [67] Lai et al. показали, що 
потенціалзалежний натрієвий струм в лімфоцитах 
повністю блокується амілоридом [67, 68]. 

Крім цих основних типів каналів в лімфоцитах, 
які описані вище, ідентифіковано також інші типи 
каналів. Крім Kv1.3 та Kv3, інші потенціалзалежні K`- 
канали (Kv1.1, Kv1.2 1 Kv1.6) були ідентифіковані в T- 
лімфоцитах миші, проте ці канали не реєструються в 
лімфоцитах людини [69, 70]. В Т-клітинах лінії Jurkat 
ідентифіковано також ТВЕЅК-споріднені К -канали, 
які мають дві пори і є потенціал незалежними [71], ав 
Т-лімфоцитах людини ТАЅКІ i TASK3 К'-канали 
[72]. Т-клітини лінії Jurkat виявляють незвичну 
незначну провідність Са" -активованого K^ струму 
(КСа2.2) [73], Са!" активованого неспецифічного 
катіонного струму (TRPM4) [74], а також цАДФ 
рибозо-активовані канальну провідність [27]. Однак, 
ці струми не реєструються в лімфоцитах людини. 

Біохімічні докази наявності © -субодиниці 
потенціал-керованого Са" -каналу [-типу були 
виявленні y В- та Т-лімфоцитах, проте відомості 
стосовно функціонування цих каналів в лімфоцитах є 
обмеженими [75-77]. У лімфоцитах хворих на важкий 
комбінований імунодефіцит виявлено © -субодиницю 
потенціал-керованого Са" -каналу, але в цих клітинах 
не реєструється Ca? струм у відповідь на мембранну 
деполяризацію ні до, ні після стимуляції антигеном 
[78]. Показано, що Г-тип потенщалкерованих Са" 
каналів Cayl.4 відіграє важливу роль у модулюванні 
Ca^ i 


внутрішньоклітинних депо 1 рецептор- 
, 5 2+ . 
опосередкованому збільшенні [Ca^ |; в Т-лімфоцитах 
: : 2+ 
[79]. Повна вїдсутшсть Ca входу зумовлена 


мутацїями генїв Stiml and Orail веде до розвитку 
важкого 1мунодефщиту [80]. 

Рецепторкерован! канали (ligand-gated ion 
channels) активуються внаслідок взаємодії їхніх 
рецепторів 1з позаклітинними лігандами. Найбільш 
відомим серед таких позаклітинних лігандів є 
амінокислота | І-глутамат. Лімфоцити людини 
експресують  рецепторкеровані канали глутамату 
(glutamate-operated channels). Показно, що глутамат в 
концентраціях 10? M - 10" М не змінює базального 
рівня Са" в цитозолі лімфоцитів. Проте, встановлено, 


що глутамат | в | нормальних фізіологічних 
концентраціях, характерних для плазми крові, 
позитивно модулює Ку1.3 канали, що веде до 


активації калієвого струму і більшої гіперполяризації 
мембрани [81, 82]. 

Костанян 1 сшвавтори [83] виявили, що глутамат 
добре зв'язується з мембранами лїмфоцитїв людини. 
Встановлено, що рецептори до глутамату € у 
лімфоцитах гризунів, а ix активація призводить до 
зростання в клітинах вільних йонів Са" i активних 
форм кисню, в результаті чого активується каспаза 3 - 
цистеїнова протеаза, яка відіграє важливу роль в 
процесах апоптозу і некрозу при запальних станах 


[84]. 


Відомо, що молекули АТР є поширеним 
ендогенним лігандом. Р2Х рецептори представляють 
собою  неселективні АТР-залежні катіонпроникні 
йонні канали (ATP-gated ion channels, P2X receptors), 
як! активуються шд дею молекул АТР та деяких 
подібних нуклеотидів і транспортують йони Ca”, KŻ, 
Na’ ta МН. [85]. Вони виявлені i в клітинах імунної 
системи [86-89]. Ha сьогодн! вдомо 7 тишв P2X 
рецепторів (Р2Х - P2X7). P2X7 рецептори 
ідентифіковано y макрофагах та лїмфоцитах [90, 91]. 
Показано [86], що ATP вїдкриває рецепторкерован! 
йонн1 канали, як! ведуть до зростанна Ca?" i Ма’ 
потоків у цитозоль лімфоцитів. Інгібування цієї 
провідності здійснюється [Ма |, та аналогами 
амилориду.  АТР-залежні  катіонпроникні йонні 
характеризуються зв'язуванням з вільним АТР" в 
концентраційному діапазоні ~ 10^ М. Вважають, що 
за низьких концентрацій Са" тривалої дії АТР“ 
індукує перетворення каналу на неселективну пору, 
проникну для молекул масою до 900 Да [92]. Цю 
властивість каналу продемонстровано у фібробластах, 
макрофагах 1 тучних клітинах [86-88]. 


Іншим типом рецепторкерованих каналів є 
холінорецептори  (cholinoreceptors) — інтегральні 
мембранни білки плазматичної мембрани, які 


відповідають за зв'язування ацетилхоліну. Відомо два 
типи холінорецепторів — нікотиновий і мускариновий. 
Нікотиновий холінорецептор (пісойпіс 
cholinoreceptors) при взаємодії з  ацетилхоліном 
утворює йонний канал проникний для йонів ма, К, 
Са“ та СГ [93]. Активація | мускаринового 
холінорецепотора (muscarinic cholinoreceptors) веде до 
синтезу ІРз та вивільнення Са" із EHP [94]. Відомо, 
що у збудливих клітинах ці рецептори відкривають 
йонні канали за дії ацетилхоліну, і таким чином 
опосередковують сигнали збудження. У незбудливих 
клітинах, якими є лімфоцити, активація нікотинових 
рецепторів не викликає утворення електричного 
потенціалу, проте регулює базові клітинні функції, 
такі як проліферація, адгезія [95]. 

Наявність ацетилхолінових рецепторів 
мускаринового типу у Т- та В-лімфоцитах була 
підтверджена методом полімеразної ланцюгової 
реакції [96-98]. Згодом було показано, що в 
лімфоцитах були ідентифіковані нікотинові 
ацетилхолінові рецепторів [99-103]. 

Застосування методу петч-клемп у поєднанні З 
моніторуванням [Ca^] виявило незначні внутрішні 
Ca” струми B Т-клїтинах лінії Jurkat, які чітко 
відповідали зростанню [Ca]; викликаного 
активацією  Т-рецепторів. Змінюючи мембранний 
потенціал та йонні умови зареєстровано Са" «струми 
низької провідності, які є внутрішньо напрямлені 1 
блокуються йонами нікелю [40]. Оскільки Т- 
лімфоцити є невеликими клітинами 1 [Ca^]; становить 
приблизно 5:10" М, що відповідає близько 10000 
вільних Са’ йонів, то незначні Ca^ струми 
величиною декілька шкоампер здатні викликати 
значне підвищення цитозольної концентрації йонів 
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Са". Ці струми можуть виникати в Т-лімфоцитах 
через різні стимули (іономіцин, інозитолтрифосфат, 
тапсигаргін), які викликають вивільнення Са" з 
внутрішньоклітинного депо [41]. 

Основним внутрішньоклітинним депо Ca” се 
цистерни ЕПР 1 мітохондрії. У мембранах ЕПР 
присутні два типи каналів вивільнення Са — IP}: 
чутливі та ріанодинчутливі Са! -канали. 

Відомо, що активація  фосфоліпази С у 
незбудливих клітинах веде до утворення ЇР; [104]. IPs 
взаємодіє з рецептором у мембрані ЕПР і активує 
вивільнення Са" з цистерн ЕПР через ІРз-чутливі 
Са" «канали (IP3-sensitive Ca” channels). 
Дослідниками ідентифіковано три типи рецепторів 
(IP; -чутливих Са" каналів) до ТР; — IP3R1,-2,-3 в 
клітинах лінії Jurkat, T- 1 DT40 В-лімфоцитах, та IP3R- 
2 1 IP3R-3 - B тимоцитах 1 спленоцитах [105, 106]. 
Враховуючи різну чутливість цих рецепторів до йонів 
Са?” та IP, комбінація рецепторів зумовлює різні 
моделі Са" сигналізації [107]. 

Основна форма ЇР, в  EIIP лімфоцитів 
представлена IP3R1. Цей тип каналу є найбільш 
вивченим. Проте, ефект цитозольного Ca” є біфазним 
(при [Ca^] «3-107M – стимулюючий, а при 
[Ca^]; > 3:107 M – інгібуючий), причому 
модулюючий вплив на канал має як цитозольний, так 1 
люмінальний Ca”. Проте, механізм довготривалої 
активації цих каналів залишається невивченим | 108). 

Ріанодинчутливий Са?*-канал або ріанодиновий 
рецептор (ryanodine-sensitive Са?" release channels) е 
ще одним каналом вивїльнення Ca? 3 цистерн ЕПР. 
Ha відміну від ТРу-чутливих Са?*-каналв, для 
ріанодинчутливих Са" «каналів не ідентифіковано 
природного ліганду, який їх активує. Припускають 
[109], що таким лігандом може бути цАДФ-рибоза. 

Дослідниками ідентифіковано щонайменше три 
ізоформи ріанодинчутливих Са" -каналів (КуВІ — 
RyR3), які характерні відповідно для скелетних м'язів 
(тип 1), серцевого м'яза (тип 2) і мозку (тип 3) [110]. 
Показано, що в Т-клітинах лінії Jurkat цАДФ активує 
вивільнення Ca^ 3 ЕПР через ріанодинчутливі Са“ - 
канали третього типу |111, 112]. Участь ЦАДФ в 
довготривалій регуляції підвищення цитозольного 
Са" B лімфоцитах була підтверджена 3 
використанням її антагоністів (112, 113]. 

Для забезпечення внутрішньоклітинної 
сигналізації в лімфоцитах повинен існувати 
взаємозв'язок | клітинної | поверхні з ядром. 
Використовуючи метод петч-клемп, дослідниками 
показано [114], що на внутрішній ядерній мембрані Т- 
лімфоцитів є аніонні (370 пСм) та катіонні (152 пСм) 
канали. Катіонселективні канали ядерної мембрани 
Т-лімфоцитів перебувають у відкритому стані і є 
проникні для йонів Na’ та K, 1 не проникні для СГ. 
Вони характеризуються відносно швидкою 
кінетикою, сильно флуктують та інактивуються при 
великих значеннях негативних потенціалів. 
Припускають, що фізіологічна роль цих каналів 


полягає у підтриманні йонного балансу між 
цитоплазмою 1 ЕПР лімфоцитів [114]. 

Системи активного транспортування йонів. 
Ма“, К'-помпа (Ха, K-pump) - транспортувальна 
система, робота якої забезпечується (a 
незалежною, Ма, К’-активованою, Mg", ATP- 
гідролазою. Ма’, К'-АТР-аза — є маркерним ензимом 
цитоплазматичної мембрани, який здїйснює активне 
трансмембранне перенесення йонів Na’ ra К i тим 
самим підтримує ix електрохімічні градієнти, 
необхідні для нормального функціонування клітини 
та селективно інгібується оуабаїном. Підвищення 
внутріклітинної концентрації йонів Ма активує Ма, 
К'-АТР-азу [115-117]. 

У „гіпотетичний моделі" функціонування Na’, К - 
АТР-ази вільна енергія гідролізу однієї молекули 
АТР, що каталізується ензимом, використовується для 
перенесення трьох йонів Ма з цитоплазми у зовнішнє 
середовище і двох йонів К у протилежному напрямі. 
Одним із важливих методів дослідження кінетики 
транспортування йонів під час роботи ензиму є метод 
швидкої фільтрації, запропонований Форбушем [118]. 
Зареєстрований сигнал містив дві чітко розділені 
компоненти з константами часу 14 і 6 ex При цьому 
швидкість випомповування йонів Na’ з клітини, 
практично не залежала від концентрації йонів Ма та 
К' у позаклітинному просторі (119, 120]. 

Ма, K-ATP-asa лімфоцитів регулюється при 
активації лімфоцитів [121]. Будучи компонентом 
системи життєзабезпечення клітини, в тому числі 
лімфоцитів, натрієва помпа знаходиться шд 
контролем регуляторних механізмів різного типу, які 
забезпечують як швидкі так і довго часові зміни 
інтенсивності йонних потоків крізь плазматичну 
мембрану [122-125]. 

В результаті проведених власних досліджень 
встановлено, що оуабайнчутлива Ма, К -АТР-азна 
активність сапонін-перфорованих лімфоцитів 
периферичної крові у практично здорових осіб 
становить 6,32+0,14 мкмоль Рухв-мг білка. Виявлено 
достовірне зниження оуабаїнчутливої Ма’, К -ATP- 
ази в лімфоцитах периферичної крові хворих на 
ревматоїдний артрит та анкілозивний спондилоартрит 
в 1,7 рази у порівнянні з практично здоровими 
донорами, що свідчить про зростання [Na ];. Показана 
динаміка зміни | Ма,К -АТР-азної активності 
лімфоцитів периферичної крові після проведеного 
лікування хворих у стаціонарі - спостерігається 
зростання активності ензиму і наближення її значень 
до контрольних. 

Проведено також аналіз кінетичних властивостей 
оуабаїнчутливої Na’, К'-АТР-ази сапонін- 
перфорованих лімфоцитів периферичної крові донорів 
та хворих з ревматичною патологією. Встановлено, 
що у лімфоцитах периферичної крові хворих, 
первинно-активне транспортування йонів Na та К’ 
відбувається повільніше і менш інтенсивно у 
порівнянні з практично здоровими донорами, але 
характеризується практично однаковою ємністю з 
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донорами. Показано також, що за умов розвитку 
ревматичної патології в імунокомпетентних клітинах 
інгібування активності Ма’, К -АТР-ази відбувається 
не за рахунок зменшення числа обертів ензиму, а за 
рахунок зниження спорідненості оуабаїнчутливої Ма’, 
K -ATP-aau до АТР. Досліджено, що Ма’, К -АТР-аза 
лімфоцитів периферичної кров хворих на 
ревматоїдний артрит та анкілозивний спондилоартрит 
зберігає свої нативні рецепторні властивості — 
чутливість до інгібування оуабаїном не змінюється. 
Відомо, що Са»-помпа (calcium pump) є системою 
енергозалежного транспортування Са", робота якої 
забезпечується Са»-транспортувальною, Мр>- 
залежною АТР-азою, яка здійснюється спряжений 
гідроліз АТР з транслокацією йонів Са крізь 
мембрану. Важлива роль цієї транспортувальної 
системи у забезпеченні тонкої регуляції Ca” 
гомеостазу в цитоплазмі визначається її високою 
спорідненістю до субстрату транспортування [126]. 
Са», Ме>-АТР-аза всіх типів еукаріотичних клітин 
локалізована в плазматичній мембрані (РМСА) та 


мембранах  сарко(ендо)плазматичного  ретикулуму 
(ЗЕВСА). Са», Ме»-АТР-аза, як і Ма, K -ATP-asa 
належать до Р-типу сімейств | АТР-аз, що 


використовують енергію АТР для транспортування 
йонів проти їх електрохімічного градієнту крізь 
мембрану. Однією з головних функцій Са»-помпи є 
підтримання низького базального рівня [Ca]; 
Механізм роботи Са», Мг>-АТР-ази складається з 6 
етапів і зводиться до циклу конформаційних змін, 
який обумовлений фосфорилюванням і 
дефосфорилюванням ензиму і забезпечує 
транспортування двох йонів Са“ при гідролізі однієї 
молекули АТР [127, 128]. 

Наявність Са», Ме»-АТР-азної активності в 
лімфоцитах було продемонстровано дослідниками 
раніше [129, 130]. В результаті проведених власних 
досліджень встановлено, що Ca^, Ме -АТР-азна 
активність плазматичної мембрани і мембран ЕПР 
лімфоцитів периферичної крові у практично здорових 
осіб становить 3,06+0,42 1 2,34+0,2 мкмоль Рухв-мг 
білка відповідно. Виявлено достовірне зниження Са“, 
Мг”'-АТР-азної активност B лімфоцитах 
периферичної крові хворих на ревматоїдний артрит та 
анкілозивний спондилоартрит у порівнянні з 
практично здоровими донорами, що свідчить про 
зростання |Са" |; в цитозолі лімфоцитів за умов 
розвитку ревматичної патології. 

Експериментальні дані також показали, що за 
відсутності ATP i pH = 7 Са»-помпа функціонує як 
електрогенний Са" -Н"'-обмінник (Са2`-Н“-ехсһапрег) 
зі стехіометрією 1:1 (обмінюючи Ca^" на H^) [131]. 
Са" -Н' -обманник поширений у незбудливих клітинах. 
Антипорт протонів H’ в цитоплазму при виведенні 
Са"! назовні клітини може викликати підвищення pH 
цитоплазми, а також змінювати спорідненість Са- 
звязувальних білків до йонів Ca” [132, 133]. Са2*-Н”- 
обмінник ідентифікований у  цитоплазматичній 
мембрані лімфоцитів [134]. 


Са" -Н'-обмінник присутній також у внутрішній 
мітохондріальній мембран, де функціонує в 
електронейтральному режимі зі стехіометрією обміну 
1Са?*:2Н'. Мітохондрії вивільнюють Ca через 
антипортер в обмїн на протон. Такий Ca^ цикл 
вважають важливим у регуляцї клїтинної та 
внутрішньомітохондріальної концентрації Ca” [135- 
137]. Важлива функціональна роль мітохондріального 
Са" -Н'-обмінника у процесах клітинної відповіді на 
антиген була підтвержена на клітинних лініях DT40 i 
A20 В-лімфоцитів [138]. 

Ха"-Са? -обмінник (Ма'-Са"" ехсһапрег, МСЕ) 
плазматичної мембрани виводить Са" з цитоплазми y 
зовнішньоклітинне середовище проти його 
електрохімічного градієнта, використовуючи енергію 
електрохімічного Na -градјента. Напрям перенесення 
визначається характером розподілу йонів Ма та Ca”, 
а швидкість перенесення контролюється фізико- 
хімічним станом мембрани і активністю цАМФ- 
залежної протеїнкінази [139, 140]. Оскільки 
функціонування обмінника залежить від Na - i Са! 
градієнтів, то за умови зростання [Na ]; BlH може 
працювати у реверсному режимі. Na -Са“ -обмінник 
володіє порівняно невисокою аффінністю до Ca? 
[141]. Припускають що активація цієї Са 
транспортувальної системи відбувається в початковий 
момент збудження клітини. 

Наявність Ма -Са’-обмнника в лімфоцитах 
підтверджена на везикулах лімфоцитів кроликів [146], 
периферичних Т-лімфоцитах людини 1 клітин лінії 
Jurkat [142-145]. Модулювання [Са |; за участю цієї 
транспортувальної системи є важливим компонентом 
в активації та проліферації лімфоцитів [143]. 

Стехіометрія Ма -Са“ обмінної системи не є 
кінцево встановлена. На факт, що даний процес є 
електрогенним вказує те, що стехіометрія повинна 
бути більша ніж 2Na'/Ca?. Провівши дослідження, 
Шеу 1 Фазард встановили значення стехіометричного 
коефіцієнта, що приблизно дорівнювало 2,5. Pitts та 
співавтори, вимірявши потоки катіонів Ма та Са" 
крізь мембрану, визначили, що стехіометричний 
показник Ма'-Са”'-обмїнника становить 3; таке ж 
значення встановлено для ембріональних клітин 
в'юна [146-148]. Reeves та Hale використавши 
компенсаційний вимірювальний (null-point) метод, 
визначили стехіометрію обмінника як 3Na':Ca"* [147, 


149]. 
Ма'-Н -обминник (Na-H' exchanger, МНЕ) — 
1нтегральний мембранний блок присутшй у 


плазматичній мембрані всіх тваринних клітин. Ця 
транспортувальна | система здійснює обмін 
зовнішньоклітинного Ма’ на внутрішньоклітинні 
протони B стехюметричному співвідношенні 1:1, 
використовуючи енергію натрієвого градієнту. Цей 
обмінник може також працювати і у реверсному 
режимі для відновлення балансу йонів Ма за рахунок 
внутрішньоклітинної ацидифікації [150]. 

В тваринних клітинах існує 9 ізоформ білків Ма - 
Н"-обмінника (NHE-1 - NHE-9) [151], які локалізовані 
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та функціонують у плазматичній мембрані клітин так 
1 B мембранах органел. Лімфоцити людини 
експресують мРНК МНЕ-! ізоформи Ма -Н”- 
обмінника [152]. Ма -Н'-обмінник відіграє важливу 
роль в регуляції клітинного об'єму лімфоцитів 1 
підтриманні | рН-гомеостазу цитоплазми [153]. 
Показано [154], що трансмембранний обмін йонів Ма“ 
на H' в лейкоцитах залежить від [Na |, рівня pH у 
цитоплазмі 1 є амілоридом-чутливим. Показано, що 
Ма -Н'-обмінник лімфоцитів володіє високою 
активністю в лімфоцитах, а його максимальна 
активність спостерігається при рН клітини 6,0-6,2 
[153]. 

Крім | Ма -Н'-обмінника важлива роль у 
підтриманні і регулюванні рН клітини належить 
електронейтральному | СГ-НСОз -обміннику. Крім, 
цього обміннику належить важлива роль в регуляції 
клітинного об'єму та підтриманні мембранного 
потенціалу. Ма -залежний СІ-НСО; -обмінник (Na - 
dependent CI-HCO; exchanger, NCHE) транспортує 
йони Na’ i НСО; y клітини (симпорт) ra СГ назовні, 
ефективно нейтралзуючи клітинну ацидифікацію 
[155]. Na -незалежний CI -HCO/^-o6Miuuuk (Na - 
independent CI-HCO; exchanger, CHE) напомповуе 
аніони СГ в клітину i випомповує НСО); -аніони 
назовні (антипорт) Ta бере участь у процесі 
нормалізації рН після алкалізації клітин, запобігаючи 
надмірному зростанню рН у цитозолі [156]. 

Функціонування Ма -залежного CI-HCO;- 
обмїнника було шдтверджено експериментально у 
лімфоцитах людини [157-159] і щурів [160]. Na - 
незалежний Cl- НСО; -обмінник також присутній y 
лімфоцитах [159, 161, 162]. 

У плазматичній мембрані T- i В-лімфоцитів також 
ідентифіковано Са" -незалежну базальну Ме" -АТР- 
азу (Са "independent basal ATPase activity) або “екто”- 
ATP-asy (ecto-ATPase) (163, 164]. Вважають, що 
функціональна роль цього ензиму пов'язана 3 
транспортуванням протонів. Інгібування базальної 
Mg? -ATP-asu пригнічує секрецію цитокінів 1 
цитотоксичну активність Т-лімфоцитів [164]. 

Ще однією транспортувальною системою, що 
регулює і підтримує рН-гомеостаз цитоплазми є Н - 
АТР-азна помпа мітохондрій (electrogenic Н” 
transporting system) або протонна АТР-аза, ATP- 
синтаза, —FoF;-ATP-asa. АТР-синтаза забезпечує 
спряжений синтез АТР 13 АДР 1 неорганічного 
фосфату з  електрохімічним трансмембранним 


: + 
потенщалом Арн”. АТР 
«жи ... + . B 
здійснюється при транслокації Н за градієнтом ix 
електрохімічного потенціалу (із  міжмембранного 
прострору в матрикс мітохондрій). Робота АТР- 
синтази, як спряженого механізму, є оборотною; 
ензим може проводити гідроліз АТР для генерації 
+ 
Au”, 
електрохімічного концентраційного градієнта. Напрям 
роботи ензиму (АТР-синтазна чи АТР-азна реакція) 


протонів Синтез 


переносячи протони проти їх 


визначається зміною балансу між рівнем ЛИН": 
відношенням концентрації АТР до АДР i P; | 165, 166]. 
: г 2+ 2+ 
Показано, що Т-лімфоцити володіють Са -, Zn - 

. ... + 
чутливим електрогенним механізмом акумуляції Н в 


мітохондрії, який активується | арахідоновою 
кислотою. Проте, цитохром b558 - мембранний 
компонент оксидази не ідентифікований. 


Припускають, що Н -транспортувальний механізм є 
структурно незалежним від NADPH оксидази — 
мультимолекулярного ензимного комплексу, який € 
компонентом дихального ланцюга мітохондрій [167]. 
Функціонування цієї ензиматичної системи 
пов'язане з транспортуванням йонів Ca? крізь 
мембрани мітохондрій. Перенесення йонів Ca^ з 
цитозоля в мітохондріальний матрикс має 
електрофоретичну природу, а його рушійною силою є 
трансмембранна різниця електричного потенціалу на 
внутрішній мітохондріальній мембрані. Йони Ca” 
акумулюються мїтохондрїями за рахунок 
електрохімічного трансмембранного потенціалу 


7 = & М dd 
протонів ДИН, який генерується на внутрішній 


мітохондріальній мембран АТР-синтазою. Цей 
механізм отримав назву Са" -уніпортеру (Са! - 
uniporter, СО) або Mg, АТР-залежного накопичення 
Ca^ мітохондріями. Ця система володіє незначною в 
порівнянні зї іншими  енергозалежними Са 
транспортувальними системами спорідненістю до 
субстрату перенесення, що компенсується високою 
швидкістю його роботи. Тому Са" -уніпортеру 
належить провідна роль у швидкому реагуванні на 
раптове підвищення Ca?* в цитозолі [168, 169]. Са" - 
уніпортер виявлений в мітохондріях лімфоцитів [34]. 
Показано [170], що пермеабілізовані дигітоніном 
тимоцити здатні накопичувати Ca^" з середовища 
інкубації, причому початкова швидкість акумуляції 
Ca” Са" -транспортувальними системами мітохондрій 
значно вища ніж в ЕПР. 

Перевантаження  мітохондріального матриксу 
йонами | Ca?" активує циклоспоринчутливу 
мітохондріальну пору (permeability transition pore, 
РТР). B результат! оксидативного стресу B 1нтактних 
лімфоцитах індукується відкриття мітохондріальної 
пори, що веде до швидкого вивільнення Са“ з 
мітохондрій в цитозоль [171]. Показано [172], що 
Са" «сигналізація в Т-лімфоцитах зрілих мишей є 


ослабленою внаслідок активації мітохондріальної 
пори. 
Ма'-К*-СГ-котранспортер (Ма -K -CI- 


cotransporter, NKCC) € одним 3 головних йон- 
транспортувальних OUIKIB, який знайдено майже y всїх 
типах клітин ссавців [173]. Оскільки рушійною 
силою | Ма -К -СІ-котранспортера є обєднання 
хімічних градієнтів йонів Ма’, СГ та К’, TO будь-які 
зміни у їхній внутріклітинній концентрації змінюють 
напрямок рушійної сили  котранспорту. Іншим 
механізмом впливу на функціонування Ма «К-СГ- 
котранспортера є регулювання внутрішньоклітинним 
СГ, який у фізіологічному інтервалі концентрацій 1 
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вище інгібує білок. Активність котранспортера 
збільшується із зниженням [CI]; та зменшується при її 
зростанні. Такий ефект може пояснюватись й 
зменшенням фосфорилювання [174]. Механізм роботи 
Ма -К -СТ-котранспортера є електронейтральним, а 
головну роль, яку виконує білок — це підтримання 
значення внутрішньоклітинної концентрації СІ, 
генерування осмотичного градієнту, який керує рухом 
води переважно у епітеліальних клітинах, а також 
регулювання клітинного об'ему [174-176]. Крім того, 
Панет та співавтори [177] на лімфоцитах встановили, 
що Ма -К -СГ-котранспортер контролює ERK/MAPK 
сигнальний шлях, а також опосередковані 
котранспортером потоки йонів Ма та К’ відіграють 
ключову роль у контролі нормальної клітинної 
проліферації. 

Літл та співавтори запропонували модель роботи 
Ма, 2Cl, К’-котранспортеру, який здійснює 
перенесення йонів у такій послідовності: зовні 
першим зв'язується один катіон Ма’, потім один аніон 
СГ, наступним є катіон Ка завершуе „завантаження” 
один аніон СГ. Всередині клітини вивільнення йонів 
відбувається у такому порядку: Ма’, СГ, К’, СГ. Лише 
звільнена форма може обертатись на зовні щоб почати 
новий цикл роботи. За нормальних умов для більшості 
клітин всі три йони переміщуються у клітину 13 
співвідношення Ма 2СТЛК“, та 2Ма 3CI:IK^ для 
аксона | кальмара. На функціонування цієї 
транспортувальної системи He впливає зміна 
мембранного потенціалу [173, 178-179]. 

Таким чином, у нашій роботі охарактеризовано 
властивості та функції тих йон-транспортувальних 
систем лімфоцитів людини, що здійснюють 
транспортування йонів, нерівномірний розподіл яких 
по обидві сторони плазматичної мембрани створює 
різницю потенціалів, що є головною умовою 
існування | живого. | Акцентовано | увагу на 
особливостях йон-транспортувальних систем 
лімфоцитів, що відіграють важливу роль у забезпечені 
їх життєдіяльності, а саме в їх активації, мітогенезі, 
цитотоксичності та регулюванні клітинного об'єму. 
Продемонстровано, що  прецезійний контроль 
внутрішньоклітинного рН, величина якого впливає на 
здатність клітини нормально функціонувати, та 
йонного гомеостазу забезпечується суперпозицією 
всіх йон-транспортувальних систем лімфоцитів. 
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ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ИОН-ТРАНСПОРТИРУЮЩИХ СИСТЕМ ЛИМФОЦИТОВ 


КРОВИ 


Фафула P.B., Федорович 3.Я., Єфремова У.П., Личковский К.І., Воробец З.Д. 


Обобщены и проанализированы литературные данные относительно функционирования и свойств различных HOH- 


систем лимфоцитов Я 
ИОНОВ B лимфоцитах. 


транспортирующих 
транспортирование 


Рассмотрены 


системы 
Представлены 


пассивного,  первично- и вторично-активного 


результаты собственных исследований относительно 


+ + 2+ 2+ < й 
функционирования Ма’, К -АТФ-азы и Са’, Ма -АТФ-аз в лимфоцитах периферической крови, изменения их активностей 
в условиях развития ревматической патологии, а также кинетических свойств уабаин-чуствительной Ма’, К-АТФ-азы. 


Ключевые слова: лимфоциты, транспортирование ионов, ионные каналы, обменники, насосы. 


FUNCTIONAL CHARACTERISTICS ОЕ LYMPHOCYTES ION-TRANSPORTING SYSTEMS 


Fafula R., Fedorovych Z., Efremova U., Lychkovskyi E., Vorobets Z. 


It was summarized and analyzed the literature data concerning the functioning and properties of different ion-transporting systems in 
lymphocytes. The passive, primary and secondary active ion transporting systems in lymphocytes have been described. The results of 
our research on the functioning of Na’, K'-ATP-ase and Са", Mg" -ATP-ase in peripheral blood lymphocytes, changes in their 
activities under condition of rheumatic diseases and kinetic properties uabain-sensitive Na’, K -ATP-ase are presented. 


Key words: lymphocyte, ions transport, ion channels, exchangers, pumps. 
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ДОСЛІДЖЕННЯ ВЗАЄМОДІЇ ЦИТОКІНА EMAP II З й 
В-ЦИКЛОДЕКСТРИНОМ МЕТОДАМИ ОПТИЧНОЇ СПЕКТРОСКОПІЇ 
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EMAP II - ендотелальний та моноцит-активуючий полшептид ll, попередником якого е блок р43 - компонент 
високомолекуларного комплексу амїноацил-тРНК-синтетаз вищих еукаріот. Літературні дані свідчать про участь EMAP П в 
патогенезі атеросклерозу, гїпоксичних станів, спадкової дегенерації сітківки, аутоімунних процесів. Відома його суттєва 
роль в запальних процесах, апоптозі та ангіогенезі пухлинних тканин. Біологічна активність ЕМАР П створює передумови 
для його застосування в якості імуномодулюючого та протипухлинного препарату. В світовій фармакологічній практиці на 
сьогоднішній день широкозастосовуваним є Р-циклодекстрин — олігомер залишків а-О-глюкози, який інтенсивно 
використовується при створенні лікарських препаратів в якості допоміжного агента, здатного знизити рівень агрегації 
білкової компоненти, підвищити стійкість до дії протеолітичних ферментів крові/ШКТ та збільшити розчинність. В даній 
роботі досліджено основні параметри зв'язування EMAP II з В-циклодекстрином, та запропоновано можливий механізм їх 


взаємодії. 


Ключові слова: ЕМАР П, В-циклодекстрин, спектроскопія. 


ВСТУП 


Загальновідомо, що злоякісні пухлини займають 
друге місце серед причин смерті в економічно 
розвинутих країнах та третє - в країнах, що 
розвиваються. По різним статистичним даним до 70% 
чоловіків працездатного віку страждають хронічним 
простатитом. 

Дослідження процесів, які лежать в основі 
взаємодії злоякісних новоутворень з тканинами 
організмом, € важливими для розробки нових 
антипухлинних препаратів і підходів до лікування 
онкологічних захворювань. 

Кількість лікарських засобів стрімко зростає на 
фармацевтичних ринках всіх країн світу. Для 
профілактики та лікування багатьох захворювань все 
частіше використовують рекомбінантни білки, 
нуклеїнові кислоти та інші генноінженерні продукти. 

ЕМАР П - ендотеліальний та моноцитактивуючий 
поліпептид П, попередником якого є білок р43 - 
компонент високомолекулярного комплексу 
аміноацил-тРНК-синтетаз вищих еукаріот. Відомо, що 
цей пептид здатен модулювати ряд властивостей 
ендотеліальних клітин, моноцитів та лейкоцитів іл 
vitro [1,2]. Важливо звернути увагу також 1 на 
гальмування росту  ксенографтів раку простату 


людини, імплантованих під капсулу нирки мишей при 
обробці їх препаратом ЕМАР П [3,4]. Здатність ЕМАР 
П інгібувати неоанпогенез та стимулювати апоптоз 
ракових клітин стала основою для дослідження 
питання про те, чи може він бути використаний в 
якості протипухлинного лікарського засобу. Одним з 
перспективних напрямків  таргетної терапії є 
використання антиангіогенних, прокоагулятивних та 
проапоптичних лікарських засобів, що стало основою 


для вибору в якості об'єкта досліджень 
протипухлинного цитокіна ЕМАР П. 
Створення лікарської форми препарату 


передбачає застосування допоміжних речовин. В 
якості таких сполук сьогодні використовують ряд 
полімерів, серед яких досить ефективним є гептамер 
залишків а-О-глюкози — В-циклодекстрин (рис. 1), що 
успішно застосовується у фармакології завдяки 
здатності функціонувати в якості допоміжного агента, 
здатного | знизити рівень агрегації білкової 
компоненти, підвищити стійкість до дії 
протеолітичних ферментів крові/ШКТ та збільшити 
розчинність [5,6]. 

Метою роботи було дослідження можливості 
утворення комплексу між В-циклодестрином та 
рекомбінантним білком ЕМАР П з подальшою 
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можливістю використання комплексу в майбутньому 
для створення лікарської форми препарату. 
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Рис. 1. “Space-filling” (зліва) та хімічна (справа) моделі 
будови молекули В-циклодекстрину. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Експресія та виділення рекомбінантного білка 
EMAP П. З метою експресії та виділення 
рекомбінантного білка ЕМАР П використовували 
методику, описану раніше [7]. Для експресії 
рекомбінантного білка в роботі було використано 
штам-продуцент, отриманий на основі реципієнта 
Esherihia coli BL21(DE3)pLysE. Штам трансформовано 
3a загальноприйнятою методикою [8] 
сконструйованим нами плазмідним вектором pET30a- 
ЕМАР П, у якого шд контролем промотора фага Е7 
міститься ген, що кодує синтез цільового білка ЕМАР 
II. Генетичним маркером плазміди pET30a є ген Кап, 
що забезпечує стійкість трансформованих клітин до 
дії канаміцину. 

Одиничну колонію штама-продуцента 
інокулювали в середовище Luria-Bertani (LB), яке 
містить г дріжжового екстракту, 10 г триптону, 10 г 
NaCl в 1 л з додаванням антибіотика канаміцину до 
кінцевої концентрації в розчині 30 мкг/мл та 
нарощували протягом ночі. Нарощену культуру 
інокулювали в свіже середовище LB та культивували 


при температурі 37 °С та інтенсивній аерації (150 
об/хв) до досягнення нею оптичної густини 0,6 — 1,3 
(залежно від часу культивування культури). Оптичну 
густину (ОГ) визначали  спектрофотометрично 
(спектрофотометр BioMate-5, Велика Британія) при 
довжині хвилі 600 нм. 

Індукцію експресії рекомбінантного білка з 
промотора lacUV5 здійснювали шляхом додавання B 
культуральне середовище ізопропіл-В- 
тіогалактопіранозида (ШТГ) до кінцевої концентрації 
1 мМ. 

Виділення та очистка рекомбінантного білка з 
клітин E. coli. На ультразвуковому дезінтеграторі 
проводили руйнування бактеріальних клітин (6 
циклів: 20 сек  сонікація, 20 сек перерва). 
Рекомбінантний білок ЕМАР II отримували 1з 
супернатанту лізованих клітин (буфер для лізису : 50 
MM Ма-фосфат, 500 MM NaCl, 10 MM імідазол, 5 MM 
В-меркаптоетанол). Очистку рекомбінантного білка 
проводили методом металхелатуючої хроматографії 
на колонці з Мі-МТА-агарозою. Супернатант наносили 
на колонку 3 Ni-NTA-araposoro (Qiagen, США), білок 
елюювали буфером для елюції (50 мМ Ма-фосфатний 
буфер, 150 MM NaCl, 200 мМ змадазол, 5 MM B- 
меркаптоетанолу). Для фракцій, що містили цільовий 
білок, проводили діаліз. 

Концентрацію очищеного білка визначали на 
спектрофотометрі BioMate-5 3 урахуванням 
коефіцієнту молярної екстинції на довжині 280 HM, що 
складав 8730 см! моль! (0,377 мг/мл). Коефіцієнт 
молярної екстинції визначали за даними 
амінокислотного аналізу за допомогою програми 
ProtParam (http://expasy.ch/cgi-bin/protparam). 


Аналіз отриманого препарату проводили з 
допомогою $Ю$-гель-електрофорезу за методом 
Леммлі, використовуючи 12%-й | розділяючий 


поліакриламідний гель із 0,1 % додецилсульфату 
натрію [9]. При цьому користувались сумішшю 
маркерних білків фірми Fermentas (Литва). Гелі 
фарбували барвником Coomassie blue R-250. 

Дослїдження взаємодїї Mix рекомбнантним 
цитокіном EMAP П та р-циклодекстрином 
методом молекулярної адсорбційної 
спектрофотометрії. Вимірювання зміни величин 
оптичної густини розчину рекомбінантного цитокіна 
ЕМАР П при титруванні його розчином [- 
циклодекстрину в буфері, що містив 50 MM NaCl та 
150 мМ Мар, pH-8,0, проводили на спектрофотометрі 
BioMate 5 (Англія) на довжині хвилі À = 280 нм B 
кварцевих кюветах з довжиною оптичного шляху | = 
1 см. Початковий об'єм розчину білка в кюветі 
становив 100 мкл. 

Методика флуоресцентних вимірювань для 
дослідження взаємодії між ЕМАР П та В- 
циклодекстрином. Для вивчення взаємодії 
досліджуваного білка з В-ЦД проводили титрування 
розчину білка розчином В-ЦД в буфері, що містив 50 
MM NaCl та 150 мм NaP, pH-8,0. Спектри 
флуоресценції реєстрували на спектрофлуориметрі 


ДОСЛІДЖЕННЯ ВЗАЄМОДІЇ ЦИТОКІНА EMAP II 
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З p-IIHKJIO/IEKCTPHHOM МЕТОДАМИ ОПТИЧНОЇ СПЕКТРОСКОПІЇ 


Hitachi Model 850 (Японія), обладнаному 
термостатованим | кюветотримачем, температуру 
зразка в якому визначали за допомогою хромель- 
алюмелевої термопари 3 точністю + 0,2 °C. 
Вимірювання проводили в кварцевих прямокутних 
кюветах з довжиною оптичного шляху 1 см. 
Спектральна ширина щілин для монохроматора 
збуджуючого світла та  реєструючої системи 
становила 5  - 10 нм. Реєстрацію спектрів 
флуоресценції білка в присутності В-ЦД здійснювали 
при довжині хвилі збудження 280 нм. Спектри 
флуоресценції записували за допомогою 
автоматичного сканування в інтервалі довжин хвиль 
300-400 нм. Реєстрацію флуоресценції проводили під 
кутом 90° до напрямку пучка збуджуючого світла при 
кімнатному значенні температури tuy, = 23°С. 

Вимірювані значення інтенсивності флуоресценції 
корегували на розведення білка, використовуючи 
поправочний коефіцієнт: 

Ге, 
= бїлка А (1) 
Раад 

де вика 1 Й дод — початковий об'єм білка та доданої 
речовини відповідно. Початковий об'єм розчину білка 
в кюветі становив 100 мкл. 

Розрахунок параметрів зв'язування 
рекомбінантного цитокіну EMAP П з |- 
циклодекстрином. Значення параметрів зв'язування 
— стехіометрії (п) та константи асаоціації (K4) - було 
розраховано 1з застосуванням раніше описаної 
методики [10, 11] та наведеного нижче рівняння: 

FE m 
log! —=— | = log(K,,)+ nlog([B - ОА]), ©) 


k розведення 


ілка 


ne Fo та F - інтенсивність флуоресценції 
флуорофору – ЕМАР П - на довжині хвилі À = 337 нм 
відповідно за відсутності та в присутності ліганду, К, 
- константа асоціації, а п - стехіометрія комплексу, в 
программ! OriginPro версії 8.0. Для отримання 
числових значень досліджуваних величин застосовано 
функцію Analysis — Fitting — Fit Linear, в результаті 
чого було отримано рівняння типу у = a + bx, де y Tax 


та log([B — ÓA]), в 


тотожн! виразам log 


той час як а та b — log(K,) та п відповідно. 


Розрахунок енергетики процесу утворення 
комплексу ЕМАР П та В-ЦД. Для цього 
використовували | формулу розрахунку зміни 


стандартної вільної енергії Гіббса AG? = -RTInK,, де R 
: =] pel 
— газова стала, що є рівною 8,31 Джмољ К , T — 


абсолютна температура (T = 296 К), K, — константа 
рівноваги, 
Статистична обробка результатів. Дані, 


отримані в результаті проведеної роботи, виявилися 
статистично достовірними, про що свідчить 
розрахунки критерію Стьюдента (t-recr) в пакеті 
програм STATISTICA 7.0, р<0,05. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Виділення та очистка рекомбінантного білка з 
клітин Е. Coli. Препарат рекомбінантного цитокіна 
ЕМАР П, виділеного за описаною вище методикою, 


було досліджено на чистоту використовуючи 
методику 808-гель-електрофорезу за Леммлі. (рис. 2). 

1 «дз 
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Рис. 2. Електрофоретичний контроль чистоти отриманого 
білка EMAP II (12%-ий розділяючий гель): 

1 – рекомбінантний білок ЕМАР II після діалізу; 

2 - маркерна суміш (лізоцим, EMAP II, овальбумін, бичачий 
сироватковий альбумін). 


Чистоту отриманого препарату вважали більшою 
за 95%. На високий ступніь чистоти отриманого 
препарату вказують також значення оптичного 
поглинання на довжинах хвиль 260 ra 280 HM (OD260 
та ОР» о відповідно), величина відношення яких 
(ODoso/ODogo) € індикатором відсутності домішок 
нуклеїнових кислот у отриманому розчині цільового 
білка. У нашому випадку вона становила 1,74. 

Дослідження взаємодії між рекомбінантним 
цитокном ЕМАР П та р-циклодекстрином 
методом молекулярної адсорбційної 
спектрофотометрії. В результаті дослідження зміни 
показника оптичної густини розчину рекомбінантного 
цитокіну EMAP П, при титруванні його розчином В- 
ЦД, виявилося, що досліджувана величина 
збільшується при підвищенні концентрації В-ЦД 
(рис. 3). | Величини оптичної густини, було 
скореговано на оптичну густину розчину В-ЦД 
відповідної концентрації на аналогічній довжині хвилі 
за умов відсутності білка ЕМАР П. 

З наведеного вище графіку видно, що оптична 
густина збільшується при підвищенні коцнентрації p- 
ЦД до моменту досягнення еквімолярності 
концентрацій рецептору та ліганду, після чого майже 
не змінюється, що свідчить про насичення всіх 
центрів зв'язування в складі EMAP II. 

На основі даних, отриманих врезультаті 
проведеного досліду, можливо висунути гіпотезу про 
наяність лише одного центу зв'язування в складі 
досліджуваного білка. 
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Рис. 3. Залежність величини оптичного поглинання розчину 
рекомбінантного цитокіна ЕМАР ПР від концентрації 
додаваного В-ПД. 


Дослідження взаємодії між EMAP II та f- 
циклодекстрином методом флуоресцентної 
спектроскопії. Дані, отримані після проведення 
досліду з вимірювання величини інтенсивності 
флуоресценції розчину рекомбінантного цитокіну 
EMAP П при підвищенні концентрації додаваного f- 
ЦД, вказують на зменшення досліджуваної величини 
зі збільшенням концентрації ліганду (рис. 4). 
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Рис. 4. Графік залежності величин інтенсивності 
флуоресценції розчину рекомбінантного цитокіну ЕМАР П 
на довжині хвилі емісії Х = 334 нм від концентрації 
додаваного ліганду. 

Очевидно, що останній викликає 
інтенсивності флуоресценції, що дає підстави 
стверджувати | про наявність явища гасіння 
флуоресценції досліджуваного білка, або зарахунок 
безпосереднього зв'язування з залишком відповідного 
хромофору, або з ділянкою на поверхні білкової 
глобули, що знаходиться недалеко від флуоресцентної 
амінокислоти та певних,  індукованим цим 
зв'язуванням, конформаційних перебудов. 


зниження 


Важливо зауважити також, що довжина хвилі 
збудження в даному досліді складала Ж, = 280 нм, а, 
як відомо, при цих значеннях довжин хвиль екстинції 
збуджуються одночасно i тирозинові i триптофанові 
залишки. Тому можливий сайт зв'язування з 
молекулою В-ЦД може містити обидві амікислотні 
залишки. 


Розрахунок параметрів зв'язування 
рекомбінантного цитокіну EMAP П з Р- 
циклодекстрином. Використовуючи дані було 


побудовано графічну залежність величини 1е{(1о- 
Ін)/н} від Ig{[B-CD]}, де Io та Ін - інтенсивності 
флуоресценції розчину білка ЕМАР П за відсутності 
та при додаванні ліганду відповідно, які надалі 
використовувалися для розрахунку параметрів 
зв'язування білка та ліганду (рис. 5). 

Аналізуючи рис. 5, а саме таблицю, представлену 
на ньому, маємо рівняння прямої 2, де а = 4,97081 = 
IgK,,b = 1,04 = n, де К, та п - костанта зв'язування та 
стехіометрія комплексу ЕМАР П - В-ЦД відповідно. 
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Рис. 5. Графічна залежність величини lgi(lo-IH)IH) від 
Ig{[B-CD]}. Пряма побудована шляхом використання 
функції Analysis — Fitting — Fit Linear в програмі OriginPro 
8. B таблиш, наведенїй Ha рисунку, представлено рївняння 
прямої типу у = a + b*x, ra величини параметрів а та b. 


Таким чином, константа виявилася рївною K, = 
9,3-10 моль", а стехіометрія комплексу EMAP П – f- 
ЦД п = 1,04. 

Розрахунок енергетики процесу утворення 
комплексу ЕМАР П та р-ЦД. В результаті 
проведених експериментів, вдалося встановити AG? 
для реакції ЕМАР ПЕ + B-CD «> EMAP II - B-CD, що 
виявилася рівною АС° = -28,153 кДж-моль, що 
свідчить про самочинність та екзергонічність даної 
реакції. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ ВЗАЕМОДЕЙСТВИЯ ЦИТОКИНА EMAP П C В-ЦИКЛОДЕКСТРИНОМ МЕТОДАМИ 
ОПТИЧЕСКОЙ CIIEKTPOCKOIIHH 


Скоробогатов A.IO., Бабенко Л.А., Козлов A.B., Корнелюк А.И. 


EMAP II — эндотэлиальный и моноцит-активирующий полипептид IL предшествинником которого является белок p43 — 
компонент высокомолекулярного комплекса аминоацил-тРНК-синтетаз высших эукариот. Литературные даные 
свидетельствуют о том, что ЕМАР П учавствует в патогенезе атэросклероза, гипоксических осложнениях, наследственной 
дегенерации сетчатки, аутоимунных процесах. Известна его важная роль в воспалительных процесах, апоптозе и 
ангиогенезе опухолевых тканей. Биологическая активность ЕМАР П создает предпосылки для использования его в качестве 
иммуномодулирующего и противоопухолевого препарата. В мировой фармокологической практике на сегодня широко 
используется В-циклодекстрин — олигомер остатков а-О-глюкозы, который интенсивно используют B процесе создания 
фармакологических препаратов в качестве вспомогательного агента, способного снизить уровень агрегации белковой 
компоненты, повысить его стойкость к действию протэолетических ферментов крови и ЖКТ и увеличить расстворимость. 
В даной работе исследовано основные параметры связывания EMAP П с В-циклодекстрином и предложен возможный 
механизм их взаемодействия. 


Ключевые слова: EMAP П, В-циклодекстрин, спектроскопия. 


INVESTIGATION OF B-CYCLODEXTRIN INTERACTION WITH CYTOKINE EMAP II USING OPTICAL 
SPECTROSCOPY METHODS 


Skorobogatov O.Yu., Babenko L.A., Kozlov A.V., Kornelyuk O.I. 


EMAP II — endothelial and monocyte-activating polypeptide П, precursor of which is protein p43 — component of macromolecular 
complex of aminoacyl-tRNA-synthetase of higher eukaryotes. It is known from literature sources, that EMAP II plays an important 
role in atherosclerosis pathogenesis, hypoxic states, inherited retinopathy and autoimmune processes. Its key role in inflammatory 
processes, apoptosis and tumor tissues apoptosis has been proven as well. Background of using EMAP II as an immunomodulating 
and antitumor compound has emerged due to its many-sided biological activity. B-cyclodextrin — oligomer of a-D-glucose residues — 
is being widely used in worldwide pharmacology practice. It acts as a helper agent during the process of pharmacological compounds 
development. It is capable of decreasing the protein component aggregation rate, increasing its sustainability to gastrointestinal tract 
and blood enzymes, increasing the solubility. Main binding properties of EMAP II and B-cyclodextrin were investigated and possible 
interaction mechanism was suggested in this study. 


Key words: EMAP II, B-cyclodextrin, spectroscopy 
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The phenomenon of activity synchronization in biological neural network is considered. Simulation of neurons dynamics in the 6- 
layer neural network with 110 elements in different regimes: regular spikes, chaotic spikes, regular and chaotic bursting, etc was 
performed. Izhykevich's phenomenological model that displays different types of activity inherent for real biological neurons was 
used for simulation. Space-t3ime diagram for the entire network and raster plots for the whole structure and for each layer separately 
were built for visual inspection of neural network activity synchronization. Synchronization coefficients based on cross-correlation 
times of action potentials for all neurons pairs were calculated for the whole neural system and for each layer separately. 
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INTRODUCTION 


Studying the neural activity dynamics is of great 
interest for neuroscientist and specialists in physical and 
mathematical modeling. Many questions about 
functioning mechanisms of attention, division of 
unconscious and conscious mental processes and 
influence of emotions remain unclear. Are there general 
principles of information processing in the brain? If so, 
how are they reflected in the electrical activity of different 
structures? Do experimentally measured data of neurons 
activity correspond to principles mentioned above or these 
data are artifacts generated by specific experimental 
conditions? Getting answers to these questions depend 
largely оп the theoretical understanding of the 
experimental data. Physical, mathematical and computer 
simulation of electrophysiological processes in biological 
objects is one of the important and promising areas of 
research. 

According to the experimental results on animals 
synchronization of neural activity plays an important role 
in different mental processes [1], like the binding of 
different visual features into a single overall image by 
visual cortex. Mathematical simulation is the main tool 
for study of neurons synchronization. 

Realistic (Hodgkin and Huxley based [2]) and 
phenomenological (Kuramoto [3], FitzHugh-Nagumo [4], 
etc) models are used for investigation of neural networks’ 
dynamics. Large computer resources requirement [5] for 
realistic simulations is the main reason that large amount 


of phenomenological models exist. So it is necessary to 
choose the phenomenological model of the neuron, which 
is able to reproduce the real cells dynamics without 
detalization of physical processes that lie at its basis [6]. 

In present paper we perform numerical simulation 
study of neurons activity synchronization in cortical 
column by Izhikevich's model [7]. 


MATERIALS AND METHODS 


Structure of cortex columns. Cerebral cortex is the 
main element, which takes part in almost all physiological 
processes. It is a hierarchical system of neural networks - 
cortical columns. Powell, along with colleagues showed 
that the number of neurons in vertical, that goes through 
the thickness of the cortex, 1.e. a cylinder with a diameter 
of 30 microns, is surprisingly constant and equals 110. [8] 
Cortex has six layers, contains from 10 to 14 billion 
neurons. It may be considered as a hierarchical system of 
neural networks - cortical columns. This structure of 
cortex offers the possibility to construct representations of 
complex objects. 

In this work we consider the neural structure in the 
form of column, which consists of six layers of neurons. 
At each layer each neuron is connected to all neurons of 
its layer and to all neurons of the next layer lower in the 
hierarchy. The scheme of this structure is shown in fig. 1. 

Six layers of columns are numbered by roman digits 
from top to bottom. The upper layer contains very few 
neurons and the deepest layer has the largest number of 
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neurons. Topology of connections between neurons is one 
of the most significant factors that influence of 
information transformation and flows in the network. 


the neuron network of 110 elements 


N? of layer 


+ + + + + Ф +» + 
21 22 23 24125 26 27 28 29 30 31 
* EN 


Fig. 1. Structure of neural network with 110 elements. 


To simplify computations here we take the neural 
network to be homogeneous (i.e. all network elements аге 
identical and have the same type of neural connections). 
Simulated network if fully connected. It means that each 
element of the next layer receives synapses from all the 
previous elements. 


Mathematical model of biological neuron. The 
model of neuron we used was proposed in 2001 by 
Eugene Izhikevich [7]. It is two-compartment model that 
contains an additional requirement for cell membrane 
discharge: 


dv 2 
— = 0.04у +5у+140—и+1, 
dt 

du 

—— = а(бу- и), 

dt 


у < с,и < u * d if vy>=30MB, 


where v and и are the dimensionless membrane 
potential and membrane potential recovery variables 
respectively; a, b, c and d — dimensionless parameters. 
The variable и simulates the activation of ionic K^ 
currents and the deactivation of ionic Ма’ currents and 
provides negative feedback to v. Variable / simulates 
external currents. 

This model can reproduce all twenty types of real 
biological activity of neurons depending on the values of 
four model parameters [9]. On the subjective opinion of 
models’ author, the only one drawback of this model is a 
partial discontinuity of discharge dynamics of membrane 
potential when reaching the threshold. 

Estimates of computing resources usage for most 
models presented in [10, 11]. Simulation of one neuron 1 
ms dynamics using the Euler first-order fixed-step method 
by Izhikevich's model requires 13 floating point 
operations. This number of operation is one of the best for 
all models that can reproduce all kinds of neurons 
activities. 


Synchronization analysis. Usually synchronization 
is defined as setting of common rhythm in different 
natural processes. It is assumed that synchronization of 
oscillatory activity in sensory-motor cortex may provide 
integration and coordination of information flows that 
control the muscle contraction during movements and 
respiration rhythm [1]. It is proved that synchronization is 
responsible for the generation of the pathological tremor 
in Parkinson's disease [12]. Synchronization of cerebral 
cortex parts may lead to epileptic activity. 

Researching the synchronization in large neuron 
ensembles is a significant problem because there is no 
sufficient knowledge in this area and only the presence of 
some known phenomena provides necessary information. 

Network dynamics is traditionally | visually 
represented by the raster plot (Fig.3) - the graph, on 
which vertical axis correspondes to the number of a 
neuron in the network, the horizontal axis is a time and 
points color is values of membraine potential. Such raster 
plot allows to visually assess the synchronization in the 
network. Weak synchronization is presented by a chaotic 
set of points. Strong synchronization is described by 
points ordered on a vertical lines. Each line represents a 
short period of time, during which most of the neurons in 
the network generated a discharge, thereby providing 
synchronous activity of the system. 

However, for the quantitative analysis of the network 
synchronization degree visual display on a raster plot is 
not enough. Reviewing the raster plot may give the 
impression that the oscillations are synchronized, but most 
of the neurons in the network do not generate action 
potential and therefore such oscillations in the network 
cannot be considered to be synchronous. Therefore, to 
characterize oscillations the coefficient (k) of network 
synchronization was calculated. 

Normalized cross-correlation of different neurons 
pairs’ signals was used to calculate synchronization 
coefficient [13]. At first the oscillation frequency f; for 
each of n neurons in the network is computed as the 
inverse of the average inter-spike time interval. Then the 
average oscillation frequency for the whole network is 


computed as: 
n 
УЛ 
i=l 


Jn Е 


The whole time interval, for which the 
synchronization coefficient is computed, is divided into K 


equal intervals with duration 7 — a / f, 


ner (see Fig. 2, 
dashed line). At each K-segment spikes for neurons pairs 
were determined in a binary format: Х(/)- 1 - if I" neuron 
generates a spike in this interval, and X(/)=0 - if the spike 
is absent (respectively Y(i)=1 and У(2)-0 for other 
neuron). Then for each pair of i^ and j” neurons the 
synchronization coefficient is determined as: 
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> ХУ) 


К, (т) = = = 
2.202, 7) 


The coefficient of synchronization k of the whole 
network is found by averaging the coefficients Ку of all 
pairs of neurons. 


1111110Г1 


11110111 1 


Fig. 2. Sequence of action potentials generated by two neurons 
(left). Binary codes for this sequence (right). 


Value of parameter à plays an important role in 
calculation of synchronization coefficient. This parameter 
determines the time-interval т necessary for coding of 
neural oscillations into a binary sequence. If à is too large, 
the spikes with significantly different generation times 
may appear in the same time-interval т. In this case the 
synchronization coefficient will be large despite the 
synchronization is actually absent in the network. For too 
small values of а the time-interval т is narrow, so action 
potential spikes may appear into different intervals and 
synchronization coefficient will be low in the 
synchronized network. 


RESULTS AND DISCUSSION 


For simulation we considered neural network 
structure of 110 elements with different states: regular 
spikes, chaotic spikes, regular and chaotic bursting, etc. It 
is homogeneous and fully connected neural network, 
whose hierarchical structure is close to the cortical 
column. It consists of six layers: the first layer has nine 
neurons, the second - eleven, the third - eleven, the fourth 
- fifteen, the fifth - seventeen, the sixth — forty seven 
neurons. At each layer each neuron is connected to all 
neurons of its layer and to all neurons of the next layer 
lower in the hierarchy (fig. 1). Simulation is performed 
with model parameters suggested by models’ author [7]: 
a=0.02, b=0.2, c=-55, d=2 and time of discretization 
dt-0.01ms. Raster plots for each neural layer were 
maximally increased in scale to be visible. Special 
software was developed for calculation of neuron 
synchronization in cortical column and its layers. 
Parameter а is chosen to be 0.25. 

The coefficient of synchronization k=0.284 for the 
whole neural network was computed, and for the visual 


synchronization analysis the raster plot was constructed 
(fig. 3). 

Then the neural dynamics of whole network system 
on each layer was analyzed. The sixth layer receives the 
synaptic current from the lower cortical columns because 
it is the deepest layer of neural structures. Neural activity 


at lower layer has the form — class 2 excitable (fig. 4). 
N 


250 50 tms 


Fig. 3. The raster plot for neural network with 110 elements, the 
synchronization coefficient is k=0.284. 
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Fig. 4. The neural activity of neurons at sixth layer of network. 


The primary information which comes to the sixth 
layer is processed by neurons of this layer. Then it is 
grouped in a sequence of pulses and transmitted to higher 
layers. Coefficient of synchronization for neurons of the 
sixth layer of neural network is k—0.577 and for this layer 
the raster plot was constructed (fig. 5). 


Fig. 5. The raster plot for neurons from sixth layer of neural 
network, the synchronization coefficient is k-0.577. 


PHENOMENOLOGICAL SIMULATION STUDY OF NEURONAL ACTIVITY SYNCHRONIZATION IN 110 ELEMENTS NETWORK 


25 


The behavior of the membrane potential of neurons in 
the next, the fifth, layer differs significantly from the 
lower layer and looks like - mix mode: irregular tonic 
bursting and spiking (Fig. 6). 


V, mV 


Fig. 6. The neural activity of neurons at fifth layer of network. 


In this layer spiking sequences came from the sixth 
layer are transferred into "a sequence of sequences" — 
bursting activity. Coefficient of synchronization for 
neurons of the fifth layer of neural network is k—0.241 
and for this layer the raster plot of neural activity was 
constructed (fig. 7). 

Ш M WI 


Fig. 7. The raster plot for neurons from fifth layer of neural 
network, the synchronization coefficient is k-0.241. 


The fourth-layer dynamics is not significantly 
different from the previous layer - irregular double 
spiking and regular tonic bursting (Fig. 8). So "sequences 
of sequences," which came from the lower layers, are 
transferred into combination of more structured pulses 
will go to higher levels of cortical hierarchy. Coefficient 
of synchronization for neurons of the fourth layer of 
neural network is &—0.213 and for this layer the raster plot 
of neural activity was constructed (fig. 9). 


V, mV 

40 | i | | | 50 tms 
-20 

-30 

40 

-50 

-60 А 

70 


Fig. 8. The neural activity of neurons at fourth layer of network. 


Fig. 9. The raster plot for neurons from fourth layer of neural 
network, the synchronization coefficient is k-0.213. 


The neural behavior on the third level of the studied 
network takes the form - mix mode: regular single and 
double spiking and tonic spiking and tonic bursting 
(Fig. 10). 


V, mV 
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Fig. 10. The neural activity of neurons at third layer of network. 


Coefficient of synchronization for neurons of third 
layer of neural network is k=0.222 and for this layer the 
raster plot of neural activity was constructed (fig. 11). 


Fig. 11. The raster plot for neurons from third layer of neural 
network, the synchronization coefficient is k=0.222. 


On the second level the behavior of membrane 
potential of neurons becomes like mix mode: regular 
double tonic spiking and tonic bursting (Fig. 12). 

There are two higher levels of the cortical column, the 
second and the first that group all information from lower 
layers and transfer it to the sixth layer of other columns. 
Coefficient of synchronization for neurons of second layer 
of neural network is k=0.195 and for this layer the raster 
plot of neural activity was constructed (fig. 13). 
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Fig. 12. The neural activity of neurons at second layer of 
network. 


Fig. 13. The raster plot for neurons from second layer of 
neural network, the synchronization coefficient is k=0.195. 


On the first neural layer there is a kind of the neural 
activity - mix mode: single spiking and regular tonic 
bursting (Fig. 14). Coefficient of synchronization for 
neurons of first layer of neural network is k=0.202 and for 
this layer the raster plot of neural activity was constructed 
(fig. 15). 
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Fig. 14. The neural activity of neurons at first layer of network. 
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Fig. 15. The raster plot for neurons from second layer of neural 
network, the synchronization coefficient is k-0.202. 


The diagram for visual study of synchronization 
coefficients was constructed (fig. 16). The X-axis 
represents the number of neural network layer, and Y-axis 
represents the synchronization coefficient. 


synchronization coefficient 


1 2 3 4 
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number of layer 


Fig. 16. The diagram for synchronization coefficients on neural 
network layers. 


The space-time diagram for visual studies of neural 
structure synchronization was constructed. The X-axis 
represents time in milliseconds, and the Y — axis 
represents the number of neural elements in the network, a 
gradient color on the scale characterizes potential value 
(fig. 17). One can easy observe a layered synchronization 
activity of studied neural structure. The synchronization 
time spikes occur in neighboring elements and then 
neighboring spikes group together. 


Fig. 17. Space-time diagram for neural network with 110 
elements. 


CONCLUSION 


Neurons activity in the cortical column model is 
changed from bursting to spiking activities when 
considering from the first to the sixth layer. 
Synchronization coefficient differs for different (from first 
to fifth) layers not more than 10%. Sixth layer is mostly 
synchronized and the second layer is less synchronized. 
The synchronization coefficient for the whole neural 
network does not exceed 30%, which corresponds to the 
normal physiological state of the cerebral cortex. 
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ФЕНОМЕНОЛОГІЧНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ СИНХРОНІЗАЦІЇ НЕЙРОНАЛЬНОЇ АКТИВНОСТІ В МЕРЕЖІ 
ІЗ 110 ЕЛЕМЕНТІВ 


Карпенко К.С, Яцюк Р.М, Кононов М.В, Судаков О.О 


Розглянуто явище синхронізації нейронної активності мережевої структури. Проведено моделювання динаміки 
нейронної мережі 6-ти шарової структури із 110 елементів з різними режимами активності: регулярні спайки, 
хаотичні спайки, регулярні та хаотичні бьорсти, ra інш. Для дослідження обрано модель Гжикевича, яка дозволяє 
відтворювати різні типи активності, притаманних реальним біологічним нейронам. Для візуальної оцінки 
синхронізації спайкової активності системи було побудовано просторово-часову діаграму для всієї мережі та 
растрограми як для всієї структури так і для кожного шару окремо. Обчислено коефіцієнти синхронізації для всієї 
нейронної системи і для кожного нейронного шару окремо. Метод розрахунку синхронізації базується на крос- 
кореляції часів потенціалів дії будь-яких пар нейронів 


Ключові слова: нейронні мережі, моделювання, модель Шжикевича, нейронна динаміка, спайки, бьорсти, 
синхронізація, растрограма, просторово-часова діаграма. 


ФЕНОМЕНОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ СИНХРОНИЗАЦИЙ НЕЙРОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 
НЕЙРОННОЙ СЕТИ ИЗ 110 ЗЛЕМЕНТОВ 


Карпенко Е.С, Яцюк Р.М, Кононов М.В, Судаков А.А 


Рассмотрено явление синхронизации нейронной активности сетевой структуры. Проведено моделирование динамики 
нейросетевой шестислойной структуры из 110 элементов с разными режимами активности: регулярные спайки, 
хаотические спайки, регулярные и хаотические бёрсты, и др. Для моделирования была выбрана модель Ижикевича, 
которая позволяет отображать различные типы активности, которые присущи реальным биологическим нейронам. 
Для визуальной оценки синхронизации спайковой активности системи были построены: пространственно-временная 
диаграмма для всей сети и растрограммы как для всей сети так и для каждого слоя отдельно. Вычислены 
коэффициенты синхронизации для всей нейронной системы и для каждого нейронного слоя отдельно. Метод 
вычисления синхронизации основывается на кросс-корреляции времен потенциалов действия различных пар 
нейронов 


Ключовые слова: нейронные сети, моделирование, модель Ижикевича, нейронная динамика, спайки, бёрсты, 
синхронизация, растрограмма, пространственно-временная диаграмма. 
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Дослджено вплив голодування Ha рївень експрес! протеїнїв депо-залежного входу кальшю STIMI та Orail B клїтинах раку 
простати людини (PC-3). Експресія протеїнів депо-залежного входу кальцію STIMI та Ога! як на рівні мРНК, так i на рівні 
білків значно збільшилась у порівнянні з контролем. Подальші дослідження допоможуть дослідити роль цих білкових 
субодиниць в процесах проліферації, рухливості та метастазування ракових клітин в організмі людини, а також у 


перспективі дослідити функційні наслідки гіперекспресії білків» ТІМІ ТА Orail за допомогою методів петч-клемп та 


кальціометрії. 


Ключові слова: рак простати людини, протеїни депо-залежного входу кальцію STIMI ra ОКАП, голодання 


ВСТУП 
Канцерогенез — це велика група різних 
захворювань, за участю яких відбувається 


неконтрольоване зростання розміру та числа клітини. 
При канцерогенезі характерно ділення 1 ріст клітин 
безконтрольного характеру, що призводить до 
утворення та зростання злоякісних пухлини, що 
мігрують в інші частини організму дюдини[ 1]. 

Захворюваність на злоякісні пухлини безперервно 
зростає. Щорічно у світі реєструється близько 6 
мільйонів нових випадків захворювання злоякісними 
пухлинами. Нині кожний 50-тий українець хворів чи 
хворіє певними онкологічним захворюванням. За 
прогнозами Всесвітньої організації охорони здоров'я, 
до 2020 року онкопатології вийдуть на перше місце, а 
за даними Американської асоціації госпіталів це 
станеться вже за 5 років. Злоякісні пухлини як 
причина смерті знаходяться на другому місці (20% 
загальної смертності) після серцево-судинних 
захворювань. Один з чотирьох жителів захворює на 
рак при загальній 5-річній виживаності 40%. [2, 3]. 
Рак простати (лат. Prostatic adenocarcinoma) — 
злоякісне новоутворення, що виникає 
з епітелію альвеолярно-клітинних залоз. Рак простати 
є причиною майже 10 % смертей від раку у чоловіків 
та однією з головних причин смерті у похилих 
чоловіків. У США рак простати є третьою за частотою 
причиною смерті від злоякісних пухлин 3. 


При канцерогенезі підвищується метаболізм та 
рівень енергетичних затрат клітини, в тому числі 1 
потреба в збільшеній кількості, надзвичайно 
важливого для нормальної життєдіяльності та 
функціонування клітини, мікроелемента як кальцію, 
однією з головних функцій якого є роль 
внутрішньоклітинної сигнальної молекули. Внаслідок 
активного використання внутрішньоклітинних 
макромолекул та мікроелементів виникає стан 
голодування клітин [13]. 

У спокої концентрація іонів кальцію в 
цитоплазмі підтримується на дуже низькому рівні у 
порівнянні з іншими іонами внутрішньоклітинного 
середовища - 107M, i тому може бути швидко 
збільшена (Parekh et al, 2005). Клітина може 
збільшувати концентрацію кальцію B цитоплазмі за 
рахунок виходу кальцію з внутрішньоклітинних депо 
або за рахунок входу кальцію з позаклітинного 
середовища через плазматичну мембрану (ПМ) [4]. 
Швидкий вихід кальцію з внутрішньоклітинних 
сховищ відбувається через активацію фосфоліпазного 
шляху (РІС) та рецептори інозитол 1,4,5-трісфосфата 
(IP3R), AKI € кальцієвими каналами 
ендоплазматичного ретикулуму (ЕР), і відкриваються 
після зв'язування з інозитол -1,4,5-тріфосфатом (IP3). 
У незбудливих клітинах один з основних шляхів 
входу кальцію з позаклітинного середовища - це депо- 
керовані канали (store-operated channels - SOC), які 
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активуються у відповідь Hà спустошення 
внутрїшньоклїтинних кальцієвих депо [5, 6]. Ha 
сьогоднішній день відомо декілька сімейств депо- 
керованих трансмембранних білків, одним ix них 
являються представники сімейства Orai. Механізм 
передачі сигналу від спустошеного депо до каналів 
ПМ залишається маловивченим. Нещодавно були 
виявлені білки сімейства STIMI [7, 8], які служать 
кальцієвими сенсорами EP (Liou et al., 2005) [9]. При 
спустошенні депо білки STIM гомоолігомерізуются i 
переміщаються в рипсіа, випинаючись в ПМ, що 
призводить до активації депо-керованих каналів. 
Основний механізм | передачі сигналу від 
спустошеного депо до каналів плазматичної мембрани 
- це шлях конформаційнного сполучення, що веде до 
прямої взаємодії білків ПМ (Огаї) з білками ЕР (5ТІМ) 
(Parekh та ig, 2005; Wang та їн, 2009.) [10]. У 
нещодавніх роботах було експериментально доведено 
колокалізацію елементів депо-керованого входу, а 
саме взаємодію кальцієвої АТФази - SERCA (закачує 
кальцій в депо) з IP3R (через який викидається 
кальцій з депо) далі зі STIM (що є кальцієвим 
сенсором ЕР) і білками ПМ, що формують пору 5ОС 
(Wang 1 співавт., 2009; Manjarriis та in, 2010) [11]. 

Orail (або CRACMI, TMEM142a) також € одним 
13 представникїв нового класу 1онних каналїв , що 
активується вивільненням іонів кальцію і належить 
до групи CRAK-xanamiB (Calcium Release-Activated 
channel(s)) (Hoth, Penner, 1992; Zweifach, Lewis, 1993) 
Коли B депо ендоплазматичного ретикулюма значно 
знижується кількість іонів кальцію, відбувається 
повільна активація каналів групи CRAK, та повільне 
поповнення первинного рівня кальція. Білки Orai 
формують пору CRAK -каналу. Відомо, що СКАК – 
каналам властива іонопровідність типова ДЛЯ 
потенціал залежних кальцієвих каналів та 
надзвичайна селективність до іонів кальцію|12, 19]. 
Крім Огаї! виявлено ще два представники сімейства 
CRAK - каналів - це Orai2 (або СКАСМ2, TMEM142b) 
та Orai3 (CRACM3, ТМЕМІ42с). До сімейства 
сенсорних трансмембранних білків ЕР належать 
STIMI ra STIM2. Спряжена дія та коекспресія 
протеїнів 5ТІМІ ra Orail призводить до виникнення 
надзвичайно потужного Іду - кальцієвого струму [19]. 
Слід | зазначити, що молекулярна природа 
спустошення депо ендоплазматичного ретикулюма та 
роль в цих процесах 5ОС та СКАК-каналів ще до 
кінця не вивчена. 

Загальновідомо, що одним із проявів 
канцерогенезу є метастазування пухлини у інші 
частини організму, що є однією з основних причин 
смерті хворих на рак. Відомо, що Orail 1 STIMI, 
обидва з яких беруть участь в процесі надходження 
кальцію, необхідних для міграції клітин пухлини та їх 
метастазування, також відіграють важливу роль в цих 
процесах. Пригнічення синтезу білкових субодиниць 
Orail або STIMI за допомогою РНК-інтерференції в 
сильно метастазуючих клітинах раку молочної залози 
людини або лікування фармакологічними інгібіторами 


депо-керованих кальцієвих каналів знижувало рівень 
метастазування пухлини на тваринних моделях. 
Нещодавно отримані дані показують важливу роль 
Orail i STIMI в розвитку пухлинних метастазів, що 
дає змогу розглядати ці білкові субодиниц як 
потенційні терапевтичні мішені в процесі лікування 
раку [14,15]. 

Вплив хіміотерапії на ракові клітини призводить 
до порушення активності кальцієвої помпи, що в свою 
чергу веде до зменшення кількості іонів кальцію в 
цитоплазмі. Експресія протеїнів депо-залежного входу 
кальцію STIMI ra Orail значно підвищується за умов 
зниження концентрації іонів кальція в клітині, що 
підвищує рівень виживання клітин при лікуванні 
методом хіміотерапії (16, 17]. 

Метою даної роботи було дослідити вплив умов 
голодування на рівень експресії протеїнів депо- 
залежного входу кальцію STIMI та Orail в ракових 
клітинах простати людини (РС-3), а також на роль 
протеїнів в розвитку та виживанні ракових клітин за 
умов нестачі поживних речовин. 

Об'єктом досліджень ролі СВАК-каналв B 
процесах утворення та розвитку раку простати 
людини було вибрано найбільш вивченого 
представника сімейства - Orail, a серед сенсорів ЕР - 
STIMI. Роль білкових субодиниць Orail i STIMI в 
розвитку раку простати людини та процесах його 
метастазуваннях до кінця ще не з'ясовано. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Лінії клітин. В роботі використовувалися клітини 
раку простати людини (PC-3). Клїтини 
культивувалися в середовищі RPMI (Roswell Park 
Memorial Institute medium, USA) з додаванням 1096 
фетальної бичачої сироватки (FBS from Gibco ®, 
Велика Британія) i 1% І-глутаміну при температурі 
37°Св атмосфер1 5% СО». 

Видїлення тотальної РНК. Видїлення тотальної 
РНК з культури клїтин раку простати здїйснювали за 
допомогою реактиву TRI Reagent (Sigma, США) 
згідно з протоколом виробника. Для виключення 
контамінації кДНК домішками чужордно ДНК 
тотальну РНК  оброблювали  ДНКазой “Turbo” 
(Ambion, США). Для реакції зворотної транскрипції 
використовували гексануклеотидні праймери. 

УФ - спектрофотометрія РНК. Максимум 
поглинання всіх нуклеотидів 260 нм (окрім цитидіну, 
270 нм). Вимірювання проводили на 
спектрофотометрі | NanoDropl000 (США). На 
вимірювальну поверхню наносили 1 мкл 
досліджуваної проби та вимірювали поглинання у 
діапазоні 200-400 нм. Концентрацію РНК брали з 
розведенням 2 мкл РНК в 60 мкл деіонізованої води 
АН›О.Переврка якості та концентрації виділеної 
тотальної РНК перевіряли за допомогою РНК гель 
електрофорезу. 

РНК гель електрофорез. Для приготування гелю 
використовували 1 г агарози 25 мл 1Х ТВЕ буферу 
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для отримання необхідної щільності гелю 1%. Для 
візуалізації фрагментів додавали бромістий етидій, що 
інтеркалюється між азотистими основами 1 
флюоресцюює в УФ-променях у концентрації 0,1 
MKM. До проб додавали суміш низькомолекулярних 
барвників бромфенолового синього та ксилен шанолу, 
щоб візуалізувати хід електрофорезу. Камеру, де 
проходить електрофорез, заповнювали буферним 
розчином ТВЕ (склад буферу: містить ЕДТА, тріс та 
борну кислоту). 

Зворотня транскрипція (ЗТ)(кКДНК). Для 
отримання кДНК при проведенні реакції зворотньої 
транскрипції до виділеної тотальної РНК додавали 
випадкові праймери (Random hexamers, invitrogen) та 
деіонізовану воду, нагрівали суміш до 70°С, потім 
готували суміш з ферментом зворотньою 
транскрипатзою 50 DAL (MULV rt, Invitrogen), для 
попередження пошкоджень отриманої тотальної РНК 
додавали інгібітор РНКази 20 Tu (RNase inhibitor, 
invitrogen), 2,5 ммоль ATO, дГТФ, дТТФ, дЦТФ, 
буфер 10Х без Mg”, 25 ммоль MgCD, 0,01 %, суміш 
розїгрївалася до 42° та 70° С°, отриманий продукт 
зберігали y холодильній камері при -20° C°. 

Полмеразна реакцїя (ПЛР). ПЛР проводили на 
ампліфікаторі (Perkin Elmer 480 DNA Thermal 
Cycler PCR System). До компонентів реакційної 
суміші об'ємом 25 мкл входили: ПЛР буфер 10Х без 
Mg”, 67 MM трис-НСІ (pH 8,6), 16,6 мм (NH45SO,, 
25 MM MgCb, по 2,5 ММАТФ, дГТФ, дТТФ, дцТФ, 
по 1,5 мкл кожного з специфічних праймерів, 2 од. 
TaqGold-nomimepa3u (Sigma®), по 10 мкл зразків 
виділеної КДНК. Кількість циклів ампліфікації 
складала 35 . Кожний цикл, в свою чергу, складався 
із таких етапів: денатурація КДНК при 95°С -- 30 
сек. відпал праймерів при температурі 60°C — 30 
сек.; синтез комплементарних ланцюгів при 72°С — 
40 сек. В якост внутрішнього контролю 
використовували гени «домашнього хозяйства» 
(housekeeping genes) НРЕТ Початкову стадію 
денатурації та кінцеву стадію елонгації було 
подовжено до 5 і 7 хвилин, відповідно. 

ДНК гель електрофорез. Детекцію продуктів 
ампліфікації проводили методом електрофорезу в 
агарозному гелі, забарвленому бромідом етидія, з 
використанням трис-боратного буфера при градієнт 
напруги 10 В/см. Для приготування гелю для 
електрофорезу для розділення продуктів ампліфікації, 
додавали до 1 г агарози 25 мл 1Х ТВЕ буферу для 
отримання необхідної щільності гелю 1%, виходячи з 
розміру отриманої ДНК. Для візуалізації фрагментів 
додавали до агарозного гелю бромістий етидій, що 
інтеркалюється між азотистими основами 1 
флюоресцюює в УФ-променях у концентрації 0,1 
MKM. Визначення розміру фрагментів проводили 
шляхом порівняння з ДНК-лінійкою, що містила 
лінійні фрагменти відомої довжини. До зразків 
додавали суміш низькомолекулярних барвників 
бромфенолового синього Ta ксилен шанолу, щоб 
візуалізувати хід електрофорезу. Електрофорез 


проводили при напрузі на електродах 120 В та при 
силі струму 150 мА протягом 30 хв. Камеру, де 
проходив електрофорез, заповнювали буферним 
розчином ТВЕ (склад буферу: містить ЕДТА, тріс та 
борну кислоту). Результати оцінювали при перегляді 
гелю після електрофорезу на трансілюмінаторі під 
УФ-світлом по наявності (або відсутності) червоно- 
помаранчевих фрагментів ДНК певного розміру. 
Специфічність ампліфікованого фрагмента ДНК 
визначали його положенням (за розміром) по 
відношенню до фрагментів стандартних маркерів. 

Виділення білку. До чашок Петрі з культурою 

клїтин додавали 2 мл фосфатно-сольового буферу 
(PBS), потім лізували їх розчином КІРА (Radio 
Immuno Precipitation Assay buffer) (містить: КІРА, 
NaOV, інгібітори протеаз (Sigma®)). білок 
інкубували на льоду та проводили сонікацію. 
SDS - PAGE електрофорез. Аналітичний гель- 
лектрофорез (SDS-PAGE) BHKOHyBAJIH 3a 
модифікованою методикою Лемлі. Використовували 
такі буферні розчини: анодний буфер: 0,2 М трис-НСІ, 
рН 8,9; катодний буфер: 0,1 М трис, 0,1 М трицин, рН 
8,25; буфер для концентруючого гелю: 0,71 М трис- 
HCl, pH 8,45, 0,1% SDS; буфер для розділяючого 
гелю: 1 М трис-НСІ pH 8,45, 0,1% SDS; акриламід та 
метилен-біс-акриламід - y вигляді “Acryl/Bis 37,5 : 1 
Solution 30%” (*Anachem", США). Смуги білків 
забарвлювали Кумасі блакитним  R-250 ("Sigma", 
США). Використовували маркери молекулярної маси 
“Ultra-low Range Molecular Weight Marker (1,06-26,6)” 
(“Sigma”, США). 

Вестерн-блот аналїз (їмуноблотаналїз). Пїсля 
електрофорезу здійснювали електроперенесення 
білків з поліакриламідного гелю на нітроцелюлозну 
мембрану Hybond ECL (Amersham Pharmacia Biotech, 
Швеша) y наступнїй буфернїй cuctemi: 48 MM трис; 39 
MM гліцин; 0,037% SDS; 20% метанол. Після 
блокування вільних місць зв'язування за допомогою 
знежиреного молока, мембрану поміщали на всю ніч 
при 0°С у розчин моноклональних антитіл миші (ВІ) 
Biosciences, San Jose, CA) та кролика (ProSci, 
Poway, CA) 3 TNT проти дослїджуваних бїлкїв 
STIMI ta ОКАП, відповідно, а потім y розчин 
вторинних антитіл проти антитіл миші та кроля (Santa 
Cruz Biotech., CA, USA). Після цього мембрану 
інкубували в системі детекції ECL (Santa Cruz 
Biotech., CA, USA) (0,125 мл кожного реагенту ECL 
на 1см? мембрани). Після 2-хвилинної інкубації 
мембрану прикладали до рентгенівської плівки 
(Kodak, USA). Експозиція тривала 2 хв. при кімнатній 
температурі. Дан! Вестерн-блотінгу було оброблено за 
допомогою комп'ютерної програми TotalLab. 


о 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Було проведено дослідження на клітинах раку 
простати людини (РС-3) за умов нестачі поживних 
речовин, що викликало стан голодування. Умови 
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голодування створювалися шляхом культивування 
ракових клітин у середовищі RPMI без бичачої 
сиворотки та 0 І-глутаміну, контрольна група 
вирощувалася за оптимальних для життєдіяльності 
умов. Було показано, що при нестачі поживних 
нутріентів зовнішня морфологія клітин раку простати 
людини (РС-3) трансформується з веретеноподібної 
на ромбоподібну. За літературними даними такі зміни 
форми цитоскелету клітини свідчать про нестачу 
поживних речовин і є одним з маркерів голоду (Рис. 
1) [18]. 

За допогою TRIzol ^ Reagent (Invitrogen, США) 
клітини раку простати лізували та виділяли тотальну 
РНК, після виділення обробляли її ДНКазами для 
запобігання забруднення чужерідною генномною 
ДНК, що дуже важливо перед зворотньою 
транскрипцією. Вимірювання концентрації РНК у 
пробах на спектрофотометрі проводили на наступний 
день після виділення МРНК, оскільки молекули РНК 
дуже повільно повністю розчинюється у воді, а це 
може спричини неточності у вимірах і неправильні 
розрахунки на подальших етапах досліду. Після 
вимірювання концентрації в пробах, для визначення 
чистоти та стану структури РНК, проводили РНК гель 
електрофорез. На кожну доріжку гелю наносили РНК 
в кількості 500 нг На електрофореграммах було 
визначено, що РНК не деградувала після виділення і 
концентрація на спектрофотометрі була виміряна 
правильно. (Рис. 2) Виділення тотальної мРНК з 
контрольної групи і групи без додавання необхідних 
нутріентів проводили через 24 г, 48 г та 72 г 
культивування в середовищі. Полімеразну рекцію 
проводили с праймерами до генів «домашнього 


хозяйства» (housekeeping genes) HPRT, STIMI та 
Orail. Розмір фрагментів 5ТІМІ складав 470 пн, 
Ога! 280 n.n, а контролю HPRT 112 n.n. 

Після ПЛР реакції та ДНК гель електрофорезу 
продемонстровано, що експресія генів STIMI та Orail 
через 24 г культивування у середовищі без поживних 
збільшувалася у порівнянні з 


речовин значно 


контролем, в той час як рівень експресії контрольного 
гену HPRT залишилася незмінним (Рис. 3). 

Аналіз експресії генів 5ТІМІ та Огаї! за умов 
голодування протягом 48 г експерименту показав 
незначні кількісні зміни у порівнянні з групою 
голодування протягом 24 г, також майже немає 
відмінності у рівні експресії з контрольною групою 
клітин 48 (Рис.3) 

У досліді на 72 г без нутріентів виявлена разюча 
кількісна відмінність між контрольною групою 72 год 
та експериментальною групою ампліфікатів. Рівень 
експресії генів у дослідній групі голодування 72 г 
кількісно значно перевищує контроль 72 г (Рис.4). 

Виділення білку, електрофоретичне розділення та 
вестерн-блот аналіз білків STIMI ra Orail проводили. 
через 24 г, 48 г та 72 г культивування в середовищі 
без поживних речовин. 

Кількісна зміна рівня експресії білку STIMI, 
збільшувалася на 24 г та 48 г експерименту, через 72 
г голодування вона дещо зменшувалася у порівнянні з 
24 г 1 48 г.У контрольній групі кількість продукту 
дуже незначна за кожних з умов. Молекулярна вага 
протеїну становить 82 кДа, що відповідало очіковану 
розміру. (Рис. 5) 

Білок Orail, молекулярна вага якого складає 42 
кДа, за умов нестачі поживних речовин, показав 
значне збільшення експресії за 24 г та 48 г 
експерименту, а на 72 г, як у випадку зі 5ТІМІ синтез 
протеїну дещо знижувався, що, можливо, ще раз 


доводить функціональну взаємозалежність, 
спряженість їх дії та коекспресію цих протеїнів у 
випадку спустошення депо  ендоплазматичного 


ретикулюма та потребі поповнення іонів кальцію 
ззовні, що, напевно, здійснюється через представника 
сімейства СКАС-каналів Orail. Контрольна група 
білку Огаї! кількісно не відрізняється один від одного 
і значно менша за експериментальну (Рис.б). 

Кожен дослід як на рівні генів, так і на рівні білків 
проводили у кількості не менше трьох раз. 


Рис.1. а) контрольна група клітин раку простати людини (PC-3); б) клітини раку простати людини (PC-3) за умов 


голодування 24 г 
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Рис.2. Перевірка якості та концентрації виділеної тотальної РНК клітин раку простати людини (РС-3) за допомогою РНК 
гель електрофорезу 


(T 24h starvation (T 48 h starvation 


Рис.3. ДНК гель електрофорез після ЗТ-ПЛР за умов 48 г голодування, Orail (270 п.н.), STIMI (470 п.н.), HPRT (113 пн.) 
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Рис.4. ДНК гель електрофорез після ЗТ-ПЛР за умов 72 г голодування, Orail (270 п.н.), STIMI (470 п.н.), HPRT (113 n.n.) 
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Рис.5. Вестерн-блот аналіз білку STIMI, білок розміром 82 кДа, a ) рівень експресії контрольної групи білків STIMI 24r, 
48r, 72 г; б) рівень експресії білків STIMI за умов голодування 24r, 48r, 72 г 
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Рис. 6. Вестерн-блот аналіз білку Orail, білок розміром 42 кДа, a ) рівень експресії контрольної групи білків Orail 24r, 48г, 
72 г; б) рівень експресії білків Orail за умов голодування 24r, 48r, 72 г 


Таким чином, експресія 5ТІМІ та ОКАП каналів 
як на рівні МРНК, так і на рівні білків під час 
голодування клітин значно збільшилась у порівнянні з 
контролем. 

У перспектив! важливо провести подальші 
дослідження на клітинах раку простати людини, 
зокрема створення умов голодування протягом 96 г та 
аналіз рівня синтезу протеїнів депо-залежного входу 
кальцію STIMI та Orail як на генетичному рівні, так 1 
на протеїновому. 

Оскільки отриманні дані ще не можуть 
переконливо доводити важливу роль STIMI та Orail y 
процесах виживання ракових клітин простати людини 
при лікуванні методом хіміотерапії, важливими є 
наступні дослідження проведен за допомогою 
методів петч-клемп та кальціометрії, що дозволить 
спостерігати за активністю цих білкових комплексів. 
Також важливим моментом є реєстрація струмів через 
CRAK (lerak) або SOC (lsoc) при такому чиннику як 
голодування, що призведе до виходу іонів кальцію з 
депо. У майбутньому перспективно буде дослідити 
нові шляхи регуляції синтезу протеїнів  депо- 
залежного входу кальцію STIMI та ОКАП, що, 
можливо, зможе підвищить ефективність хіміотерапії 
раку простати людини. 


ВИСНОВКИ 


1. Було досліджено вплив голодування на рівень 
експресії протеїнів депо-залежного входу кальцію 
STIMI та Orail в клітинах раку простати людини 
(РС-3). 

2. За умов нестачі важливих поживних нутрієнтів 
протягом 24r, 48r та 72 г спостерігалося 
підвищення експерсії сенсору STIMI та каналу 
Orail як на генному рівні, так і на білковому B 
клітинах раку простати людини (РС-3). 

3. Подальші дослідження допоможуть дослідити роль 
цих білкових субодиниць в процесах проліферації, 
рухливості та метастазування ракових клітин в 
організмі людини, а також необхідно дослідити 
функційні наслідки гіперекспресії білків STIMI ТА 
Orail за допомогою методів петч-клемп та 
кальціометрії. 


ПЕРСПЕКТИВИ ПОДАЛЬШИХ ДОСЛІДЖЕНЬ 


Отримані результати буде використано у 
наступних дослідженнях вивчення ролі протеїнів 
депо-залежного входу кальцію STIMI та Orail в 


процесах канцерогенезу в організмі людини. 
Експериментальні дані будуть в подальшому 
використовуватися у дослідженнях підвищення 


ефективності хіміотерапії із застосуванням природних 
селективних фармакологічних модуляторів протеїнів 
депо-залежного входу кальцію STIMI та Огап. 
Розуміння молекулярних механізмів, що лежать в 
основі допоможуть дослідити роль цих білкових 
субодиниць в процесах проліферації, рухливості та 
метастазування ракових клітин в організмі людини, а 
також необхідно дослідити функційні наслідки 
гіперекспресії білків STIMI TA Orail за допомогою 
методів петч-клемп та кальціометрії. 
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ВЛИЯННИЕ ГОЛОДАНИЯ HA УРОВЕНЬ EKCHPECHH ПРОТЕИНОВ ДЕПО-ЗАВИСИМОГО ВХОДА КАЛЬЦИЯ 
STIMI TA ОКАП В КЛЕТКАХ РАКА IIPOCTATI ЧЕЛОВЕКА (PC-3) 


Дрынь Д.О. 


Исследовано влияние голодания на уровень экспрессии протеинов депо-зависимого входа кальция STIMI и Orail в клетках рака 
простаты человека (PC-3). Экспрессия протеинов депо-зависимого входа кальция ЭТИМ] и Ога! как на уровне мРНК, так и на уровне 
белков значительно увеличилась по сравнению с контролем. Дальнейшие исследования помогут исследовать роль этих белковых 
субъединиц в процессах пролиферации, подвижности и метастазирование раковых клеток в организме человека, а также необходимо 
исследовать функциональные последствия гиперекспресиии билкивЅТІМІ И Orail с помощью методов Пэтч-клэмп и 
кальциометрии. 


Ключевые слова: клетки рака простаты человека (PC-3), протеины депо-зависимого входа кальция STIM1 и Orail, голодание. 


INFLUENCE OF STARVATION ON THE EXPRESSION LEVELS OF CAPACITATIVE CALCIUM ENTRY 
DEPENDING PROTEINS STIM1 AND ОКАП IN HUMAN PROSTATE CANCER (PC-3) CELLS 


Dryn D.O. 


We investigated the influence of starvation on the expression levels of capacitative calcium entry depending proteins STIMI and 
Orail in human prostate cancer cells (PC-3). Expression of the capacitative calcium entry depending proteins STIMI and Orail at both the 
mRNA and protein level increased significantly compared with the control . Further research will help to investigate the role of the protein 
subunits in the processes of cell proliferation, motility and metastasis of cancer cells in the human body, as well as to explore the functional 
consequences of upexpression of proteins STIMI and Orail by using methodg Patch-Clamr апа calcium imaging.. 


Key words: human prostate cancer, capacitative calcium entry depending proteins STIMI and Orail, starvation. 
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ОЦІНКА ФІЗІОЛОГІЧНОГО СТАНУ РУХЛИВИХ ВИДІВ МІКРОВОДОРОСТЕЙ B УМОВАХ 
КУЛЬТИВУВАННЯ ЗА ПРИСУТНОСТІ НАДЛИШКУ ХРОМУ 


"Новікова І.П., "Таран H.IO., "Пацко О.В., "Ситар О.В., 'Шторандт P., *Ольхович О.П. 
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кафедра фізіології та екології рослин 
Інститут обробки зерна, Потсдам Німеччина 


Надійшла до редакції 03.06.2012 


Досліджено вплив K,Cr,O7, як модельного токсиканту, на життєдіяльність, ріст, біосинтез хлорофілу і потенційну 
фотосинтетичну активність клітин рухливих видів мікроводорстей (D.viridis Teod., Euglena gracilis Klebs.) з метою 
покращення ефективності промислового фотосинтезу у разі використання СО» із газів промислових відходів підприємств, 
що містять токсичні домішки. Встановлено резистентність, а також сублетальні (1-15 мг/л) та летальні (вище 30 мг/л) 


концентрації хрому шестивалентного для досліджуваних ВИДІВ. 


Ключові слова: фотосинтетична активність, промисловий фотосинтез, рухливі мікроводорості, хром. 


ВСТУП 


Проблема забезпечення оптимальних умов для 
покращення продуктивності промислового 
фотосинтезу рухливих видів мікроводоростей у разі 
використання СО; 13 газів промислових відходів 
підприємств, що містять токсичні домішки, є однією з 
актуальних проблем сучасної біотехнології. 
Регулювання умов вирощування рухливих водоростей 
за присутності токсикантів є необхідною умовою для 
досягнення високої продуктивності культур, що 
вирощуються в промислових обсягах. Встановлення 
порогових концентрацій токсикантів, насамперед в 
фотобіореакторах, у яких культивуються водорості 
для промислового кормового, харчового та 
фармакологічного використання є нагальною 
потребою сьогодення. 

Відомо, що фоторух у водоростей є наслідком 
фотосинтетичних процесів – сукупності елементарних 
взаємодій, індукованих світловим імпульсом, а саме: 
фоторецепції, первинних реакцій фотосинтезу, 
трансформації енергії, сенсорного перетворення 
світлового стимулу у фізіологічний сигнал. Вивчення 
фотосинтетичних процесів рухливих видів 
водоростей, які використовуються для вирощування 
біомаси для промислових потреб та його залежності 
від токсичних домішок, що потрапляють до 
фотобіореакторів, має безпосереднє відношення не 
лише до формування загальних принципів регуляції 
внутрішньоклітинних процесів метаболізму, але й 
особливостей онтогенезу, ембріогенезу водоростей, 
що є дуже важливим під час промислового 
культивування водоростей у великих об'ємах, 
особливо у разі використанням відходів підприємств. 
Вивчення закономірностей первинних 


фотосинтетичних процесів водоростей має велике 
практичне значення, оскільки забезпечить підвищення 
продуктивності цінних в господарському відношенні, 
не традиційних видів рухливих мікроводоростей. 
Використання швидкого, дешевого 1, одночасно, 
надійного методу контролю фізіологічного стану 
рухливих представників мікроскопічних водоростей є 
необхідним для контролю їхньої продуктивності за 
умов промислового фотосинтезу. 

Мета роботи полягала в дослідженні впливу 
супутніх елементів (на приклад — KoCr)O; як 
модельного  токсиканту), які містяться в газах 
переробки промислових відходів і € присутніми в 
фотобіореакторах під час вирощування для 
промислових потреб біомаси економічно вигідних 
видів рухливих мікроводоростей. Основним 
завданням наших досліджень було вивчення змін 
вмісту хлорофілу а та потенціальної фотосинтетичної 
активності на різних стадіях розвитку рухливих видів 
водоростей (Euglena gracilis ra Dunaliella viridis) 3a 
дїї модельного токсиканту — б1хромату калпо, à також 
визначення чутливості та резистентності 
досліджуваних видів до присутност токсичних 
домішок, встановлення сублетальних та летальних 
концентрацій хрому шестивалентного, оцінка їхнього 
впливу на життєдіяльність, біосинтез хлорофілу 1 
потенційну фотосинтетичну активність клітин 
рухливих водоростей. 


МАТЕРІАЛИ I МЕТОДИ 


Для дослідження використовували альгологічно 
чисті культури: Dunaliella viridis Teod., штам 42, яку 
одержано з колекції IBASU Інституту ботаніки імені 
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Н.Г. Холодного НАН України та Euglena gracilis 
Klebs., яку люб'язно надано Центральною 
національною лабораторією Італії. Вирощування 
проводили на селективному поживному середовищі 
Артарі, рекомендованому для евгалобних видів 
водоростей [4]. Культивування водоростей проводили 
в колбах Ерленмейєра за температури 20 + 2 °С, 
освітлення 4 500 — 5000 лк (тривалість світла й 
темряви — 12/12 годин) та періодичного 
перемішування суспензії водоростей. В дослідах 
використовували культури, як! знаходились на 
логарифмічній та стаціонарній фазах росту. 

Як модельний токсикант використовували 
шестивалентний хром, який додавали в середовище у 
вигляді com K5Cr;O; за концентрацій (0,05 (ГДК), 15, 
45, 75, 90, 105, 135 мг/л). Кількісний та якісний аналіз 
розвитку водоростей проводили через 1, 3, 7 1 14 діб 
контакту з токсикантом. Контролем був варіант без 
додавання токсиканту. Вміст хлорофілу а визначали в 


клітинах інтактних водоростей методом 
диференціальної  флуорометрії з використанням 
Planctofluorometer FL 300 | ЗМ, розробленого 
Красноярським університетом [1,2]. Одночасно 


вимірювали різницю інтенсивності флуоресценції до 1 
після внесення симазину, як інгібітору електронного 
транспорту фотосинтезуючих клітин (АЕ), за яким 
визначали рівень життєздатності клітин, або показник 
їх потенціальної фотосинтетичної активності [5]. 
Повторність дослідів трикратна. Математичну 
обробку результатів здійснювали методами 
статистичного аналізу [3]. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Результати наших досліджень показали, що 
внесення К›Сг;О» у субстрат вирощування, навіть за 
короткочасного контактування (впродовж 1 доби) 


впливало на вміст хлорофілу a в клітинах Euglena 
gracilis (рис. 1). 

Через 1 добу контакту клітин водорості з КС0› 
за концентрацій (0,05, 1 мг/л) спостерігалося 
підвищення вмісту хлорофілу а. Максимальна його 
концентрація дорівнювала 500,54 + 27,15 мкг/л при 
концентрації 1 мг/л K5Cr?O» в порівнянні з контролем 
— 436,50 + 15,75 мкг/л. 

Отримані нами дані показали, що в клітинах 
Euglena gracilis через 1 добу контакту, навіть за 
високих концентрацій КСО; вміст хлорофілу a 
знизився лише на 20,4% порівняно з контролем 1 
залишився на рівні 347,38 - 19,46 мкг/л. 

Показник потенціальної фотосинтетичної 
активності клітин (величина ЛЕ) також реєструвалася 
на досить високому рівні, що свідчить про 
інтенсивний ріст водорості 1 відповідає інтенсивності 
фотосинтезу в межах 70-90 % від максимально 
можливого (рис. 2). 

Збільшення часу контакту клітин водорості з 
токсикантом до 4 діб в деяких випадках стимулювало 
дію низьких концентрацій біхромату калію. 
Підвищення сягало 24,1 % (Рис. 1.) для гранично 
допустимої концентрації токсиканту — 0,05 мг/л 1 26,8 
% для концентрації 1 мг/л. Однак, при подальшому 
збільшенні часу контакту, відмічалося зниження 
концентрації хлорофілу а до значно меншої величини 
(45 мг/л 1 нижче). 

Показник потенціальної фотосинтетичної 
активності визначений через 4 доби контакту, свідчив 
про певну адаптацію клітин водорості до токсиканту, 
на нашу думку, за рахунок його відновлення. В 
порівнянні з контролем, рівень потенціальної 
фотосинтетичної активності навіть підвищувався. 
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Рис. 1. Оцінка впливу K;Cr;O; на динаміку хлорофілу a в клітинах Euglena gracilis 
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Рис. 2. Зміни потенціальної фотосинтетичної активності Euglena gracilis за дії KgCr;O 
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Рис. 3. Вплив K;Cr;O; на концентрацію хлорофілу а у клітинах Dunaliella viridis. 
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Рис. 4. Зміни потенціальної фотосинтетичної активності Dunaliella viridis за дії К›Сг,О; 


При збільшенні часу контакту клітин з біхроматом gracilis. За низьких концентрацій К›Сг;О» 
калію до 7 діб спостерігалось значне підвищення спостерігалось незначне підвищення концентрації 
токсичної дії токсиканту для тест-об'єкту Euglena хлорофілу а (на 3,4 — 9,6 %) порівняно з контролем. 
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Для найбільших досліджуваних концентрацій 
біхромату калію (120 и 135 мг/л) рівень потенціальної 
фотосинтетичної активності водорості різко знизився 
(до 0,1 %), що свідчить про значне пригнічення клітин 
водорості та їх відмирання. В цих умовах здатність до 
фотосинтезу зберігали лише окремі клітини, які 
ВИЖИЛИ. 

Підвищення біосинтезу хлорофілу в клітинах 
Dunaliella viridis (на 45 % порівняно з контролем) 
спостерігалося за 4 доби контакту клітин водорості з 
біхроматом калію (за концентрації 0,05 мг/л). Це 
свідчить про те, що за низьких концентрацій хром 
використовується клітиною досліджуваної водорості 
як мікроелемент (рис. 3). 

Однак, вже за 7 діб контакту стимулюючий ефект 
знизився до 5 %, а концентрація хлорофілу а 
знизилась на 75 % порівняно з контролем. 

Отримані дані за показником фотосинтетичної 
активності клітин водорості Dunaliella viridis 
підтверджують той факт, що токсичність біхромату 
калію підвищується у разі збільшення періоду 
контактування з ним клітин. Про це свідчить і те, що 
вже за 7 діб контактування з токсикантом відбувалося 
необоротне пригнічення життєдіяльності клітин 
навіть за найменшої досліджуваної концентрації 
K5Cr50; - 0,05 мг/л. 

Потенціальна фотосинтетична активність клітин 
водорості Dunaliella viridis змінювалась не так суттєво 
(рис. 4). За сім діб експозиції вона знизилась на 5 - 22 
% для концентрацій біхромату калію від 0,05 ГДК до 
15 мг/л 1 на 40-55 % для концентрацій 60 мг/л і вище. 

Порушення механізмів основних процесів 
метаболізму клітин (утворення 1 використання 
продуктів фотосинтезу, зміни потенціальної 
фотосинтетичної активності клітин, порушення 
процесів росту і поділу) може призвести до загибелі 
не лише окремого організму, але й популяції в цілому. 
Тривалість адаптації досліджуваних водоростей до 
впливу пошкоджуючи концентрацій біхромату калію 
може бути різною - від декількох хвилин до днів, або 
навіть місяців. Ймовірно, адаптація забезпечує не 
лише певний рівень толерантності клітин рухливих 
видів мікроводоростей, а й стійкість їхніх клітин до 
токсичного впливу. За цей час активуються ферментні 
процеси, що беруть участь в стабілізації метаболізму 
не лише окремої клітини, але й популяції в цілому. 

Визначений інтервал порогових концентрацій 
біхроматау калію до двох досліджуваних видів може 
слугувати критерієм адаптаційного потенціалу клітин 
за хронічного впливу цього токсиканту у разі 
використання як джерела вуглецю газів промислових 
відходів підприємств, що містять токсичні домішки. 
Проведена в експерименті оцінка порогу чутливості, 
на прикладі модельного токсиканту (KoCr?O;), для 
двох досліджуваних видів рухливих мікроводоростей 


дозволить розрахувати екологічно допустиму 
концентрацію інших токсикантів i зберегти 
чисельність клітин і їхню життєздатність на 


контрольному рівні, що особливо важливо під час 
промислового вирощування цих видів. 


ВИСНОВКИ 


1. Зміни у вмісті хлорофілу а та потенціальній 
фотосинтетичній | активності рухливих видів 
водоростей (Euglena gracilis та Dunaliella viridis) 3a 
дії модельного токсиканту — біхромату калію 
дозволили визначити чутливість та резистентність 
досліджуваних видів, встановити сублетальні (1-15 
мг/л) та летальні (30 мг/л 1 вище) концентрації хрому 
шестивалентного. 

2. Отримані значення показників потенціальної 
фотосинтетичної активності клітин Euglena gracilis ra 
Dunaliella viridis підтверджують той факт, що 
токсичність біхромату калію підвищується не тільки 
при підвищенні його концентрації, а й у разі 
збільшення часу контакту з ним клітин, особливо 
негативний ефект проявився вже на 7 добу. Варто 
також відмітити, що зміна рухливості клітин 
Dunaliella viridis може спричинювати суттєву 
гетерогенність їхнього розподілу в суспензії, що слід 
враховувати під час промислового вирощування цього 
виду. 

3. Реакції відгуку водоростей двох досліджуваних 
видів на вплив біхромату калію були аналогічними, 
однак потенціальна фотосинтетична активність клітин 
водорості Dunaliella viridis змінювалась менше, ніж y 
Euglena gracilis, що свідчить про вишу резистентність 
даного виду. 

4. Стійкість до біхромату калію Dunaliella viridis 
була тимчасовою, лише впродовж перших днів, а за 
7 діб контактування з токсикантом спостерігалося 
необоротне пригнічення життєдіяльності клітин, 
навіть за найменшої досліджуваної концентрації 
K2Cr207 – 0,05 мг/л, що переконливо свідчить про те, 
що, у разі потрапляння до фотобіореакторів 
токсичних домішок, зберегти продуктивність цих 
водоростей на рівні контролю буде надто складно, а у 
разі постійного надходження токсиканта майже 
неможливо. 
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ОЦЕНКА ФИЗИОЛОГИЧЕСКОГО СОСТОЯНИЯ ПОДВИЖНЫХ ВИДОВ МИКРОВОДОРОСЛЕЙ B УСЛОВИЯХ 
КУЛЬТИВИРОВАНИЯ В ПРИСУТСТВИИ ИЗБЫТКА ХРОМА 


Новикова И.П., Таран Н.Ю., Пацко.Е.В., Ситар O.B., Шторандт Р. Ольхович О.П. 


Исследовано влияние K5Cr;O;, как модельного токсиканта, Hà жизнедеятельность, рост, биосинтез хлорофилла и 
потенциальную фотосинтетическую активность клеток подвижных видов микроводорслей (D.viridis Teod., Euglena 
gracilis Klebs.) с целью улучшения эффективности промышленного фотосинтеза при использовании СО» из газов 
промышленных отходов предприятий. Установлены резистентность, а также сублетальные (1-15 мг / л) и летальные 
(свыше 30 wr / л) концентрации хрома (VI) для исследуемых видов. 


Ключевые слова: потенциальная фотосинтетическая активность, промышленный фотосинтез, подвижные микроводоросли, 
хром. 


PHYSIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF MICROALGAES (D.viridis Teod., Euglena gracilis Klebs.) UNDER 
EFFECT OF CULTIVATION WITH CHROMIUM 


Novikova I.P., Taran N.Yu., Patsko O.V., Sytar O.V., Storandt R., Olhovych O.P. 


The effect of K;Cr;O;, аз a model toxicant, on the growth process, chlorophyll biosynthesis and potential photosynthetic 
activity of the cells of mobile microalgae (D.viridis Teod., Euglena gracilis Klebs.) with aim to improve the efficiency of 
industrial photosynthesis under the use CO; from industrial waste gases companies. Resistant and sublethal (1-15 mg/L) and 
mortality (more than 30 mg / L) concentrations of chromium (VI) for the investigated species were studied. 


Keywords: potential photosynthetic activity, industrial photosynthesis, mobile microalgae, chrome. 
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Описана методика расчета изменений средней выживаемости облученных опухолевых клеток в процессе роста опухоли. 
Приведены результаты расчетов зависимостей логарифма средней выживаемости от дозы излучения для опухолей имеющих 
форму сферы и плоского слоя (снабжаемых кислородом с внешней поверхности), а также цилиндра (снабжаемого от 


капилляра, соосного опухоли). 


Ключевые слова: выживаемость облученных клеток, злокачественная опухоль, радиочувствительность опухолевых клеток, 
оксигенация опухолей, интегральная радиочувствительность опухолей. 


ВВЕДЕНИЕ 


В процессе роста опухолей изменяется степень 
оксигенации различных слоев этих опухолей, а 
следовательно, и радиочувствительность клеток в 
этих слоях. Наиболее значимые изменения 
радиочувствительности происходят тогда, когда 
опухоль достигает таких размеров, при которых часть 
опухоли становится гипоксической. 

В работе [1] предложены формулы, позволяющие 
рассчитать выживаемость опухолевых клеток, 
облученных рентгеновским или гамма излучениями, 
при различной оксигенации этих клеток. Методика и 


результаты расчета оксигенации разных слоев 
опухолей различной формы изложены в работах [2-4]. 
Используя результаты этих работ, можно 


рассчитывать интегральную радиочувствительность 
опухолей на разных этапах их роста. Говоря о расчете 
интегральной радиочувствительности, мы имеем в 
виду вычисление средней выживаемости (т.е. средней 
по опухоли вероятности выживания) клеток в опухоли 
(51). Кроме того, зная объем опухоли, можно, 
определив среднюю выживаемость, рассчитать 


средний объем (У) выживших клеток. При этом, 
говоря о выживших клетках, мы, как это принято при 
изучении репродуктивной гибели облученных клеток, 
имеем в виду клетки, сохранившие после облучения 
способность к пролиферации. 

Выбор форм опухолей, ДЛЯ которых 
производились расчеты в настоящей работе, 
основывался на следующих соображениях. Чем 
больше  расходимость и меньше сходимость 


диффузионных потоков кислорода в опухоли, тем 
быстрее снижается концентрация кислорода и тем 
быстрее происходит переход от нормоксической 
области к гипоксической и от гипоксической области 
к зоне некроза. Сферическая и плоская формы 
опухолей, снабжаемых кислородом с внешней 
поверхности - это случаи соответственно наибольшей 
сходимости и отсутствия сходимости диффузионных 
потоков кислорода, а цилиндрическая опухоль, 
питаемая капилляром, расположенным вдоль оси 
опухоли — это случай максимальной расходимости 
таких потоков. 

Для понимания дальнейшего изложения, кратко 
приведем основные идеи и результаты работ [1-4]. 

Для вычисления выживаемости клеток, 
облученных рентгеновским или гамма излучениями 
использовалась формула, учитывающая процессы 
репарации двунитевых разрывов (ДР) ДНК и 
дискретность областей хроматина, обслуживаемых 
своими комплексами ферментов рекомбинационной 
репарации ДР: 


S = ехр(-поО) | k + (1-К) 1+ —— ‚ (1) 
De 
где S — выживаемость клеток (вероятность 
выживания); no — среднее увеличение числа ДР ДНК 
при увеличении поглощенной дозы на І Гр; D - 
поглощенная доза; К — величина, равная отношению 
длительности той части клеточного цикла, на 
протяжении которой не происходит репарации ДР 
ДНК, к общей продолжительности клеточного цикла; 


ne — число структурных единиц хроматина, каждая из 
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которых обслуживается своим вышеупомянутым 
комплексом ферментов репарации. 

B формуле (1) по нашему мнению, от 
концентрации кислорода зависят параметры п и К. 
Формулы, описывающие эти зависимости, 
предложенные в работе [1], имеют вид: 


no = no B+ 1 i-e f 


где C — концентрация кислорода; ng, - значение 
параметра по при нормоксии; В -вклад (доля) прямого 
действия 
радиобиологический 


ионизирующего излучения в общий 
эффект; Е -параметр, 
определяемый вероятностью трансформации 
первичного радиационного повреждения ДНК в 
однонитевой разрыв; Tm  - наименьшее (при 
нормоксии) значение длительности той части 
клеточного цикла, на протяжении которой может 
происходить репарация ДР ДНК; Тур — длительность 
той части клеточного цикла, на протяжении которой 
не происходит репарации ДР ДНК; cy — такое 
значение концентрации кислорода, что при C < Cy 
деление клеток прекращается; с, — значение 
концентрации кислорода, являющееся граничным 
между нормоксией и гипоксией. 


Расчет распределения кислорода в опухолях 
простых форм (сферическая, плоская, 
цилиндрическая) проводился путем решения 


следующего уравнения: 


$; -Ф, = [vdW, (2) 
W 

где Ф; и Ф, — соответственно входящий и 
выходящий потоки кислорода (масса кислорода, 
переносимого за единицу времени) для области 
опухолевой ткани объемом W, ограниченной двумя 
изоконцентрационными поверхностями; у - скорость 
потребления кислорода опухолевой тканью (масса 
кислорода, потребляемого в единице объема опухоли 
за единицу времени). Отметим, что зависимость у от 
с, исходя из экспериментальных результатов, 
приведенных в работе [5], аппроксимировалась 
формулой: 


Ут, Зо 
Vine 
yes —— CQ mp cred 
Cy 
0, C< Сн 


где Vm — максимальное (при нормоксии) значение 
величины V; C, — такая концентрация кислорода, что 
при с < Cy клетки погибают OT недостатка кислорода. 

При использовании уравнения (2) значения 
величин Ф; и Ф, выбирались таким образом, чтобы 
одно из них можно было определить, исходя из 
граничных условий, а второе — выразить из уравнения 
Фика. В результате в общем случае получалось 
интегро-дифференциальное уравнение, которое для 
гипоксических участков опухоли можно было 
преобразовать к дифференциальному уравнению 
второго порядка, решаемому аналитически. 

Основываясь на вышеуказанных результатах, мы 
рассчитывали значения величины Si при разных 
значениях поглощенной дозы для опухолей 
различных форм. С этой целью использовалась 


формула: 
1 
Si = — | S(c)dV , 
1 (c) 


где W — объем живой части опухоли (т.е. без зоны 
некроза); S(c) — выживаемость клеток B объеме dV, 
рассчитываемая с учетом зависимости выживаемости 
клеток от концентрации кислорода в околоклеточном 
пространстве по вышеприведенным формулам, dV — 
бесконечно тонкий изоконцентрационный слой 
опухоли, в котором концентрация кислорода равна с. 
Разумеется, для нахождения значения интеграла в 


последней формуле необходимо использовать 
численные методы. 
Очевидно, что при росте опухоли средняя 


выживаемость опухолевых клеток будет возрастать, 
причем тем быстрее чем больше объем 
гипоксической части опухоли. Поэтому 
целесообразно рассчитать значения величины Si для 
такого размера опухоли при котором только 
начинается формирование гипоксического участка, 
для такого размера, при котором гипоксический 
участок достигает максимального размера, но зона 
некроза еще не образуется и несколько 
промежуточных между указанными размеров. 


РЕЗУЛЬТАТЬРАСЧЕТОВ 


Пусть ХІ - максимальньй размер полностью 
нормоксической опухоли, а Х4 - максимальный 
размер опухоли без зоны некроза. Пусть также 


д е ay Х2 = Х1+АХ, X3=X1+2AX. 


Расчет значений величины 51 для всех трех форм 
опухолей производился для указанных четырех 
значений размеров опухолей. 
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Результаты расчетов показывают, что, если 
опухоли являются полностью нормоксическими, то 
для всех рассматриваемых форм опухолей кривые 
зависимостей Si OT дозы излучения практически 
совпадают (разница наблюдается только в 
четвертой значащей цифре), a максимальные 


различия между значениями 51 наблюдаются при 
максимальном из рассматриваемых размеров 
опухолей, причем величина средней выживаемости 
максимальна для цилиндрической опухоли и 
минимальна для сферической. Соответствующие 
графики показаны на рис. 1. 


9 8» y+ 


-0,5 


Ig(Siy 


-2,5 
-3 


D, Гр 


—Ф— сфера 


—W^ плоскость 


—А— цилиндр 


Рис.1. Зависимости lg(Si) для опухолей сферической, плоской и цилиндрической форм от дозы излучения 


максимальных (из рассчитанных) значениях размеров опухолей. 


Рассмотрим изменения интегральной 
радиочувствительности опухолей разных форм в 
процессе их роста. Зависимости величины lg(Si) от 


0 


(0) при 


дозы при четырех вышеуказанных размерах 
опухолей сферической, плоской и цилиндрической 
форм представлены на рис. 2 - 4. 


ЕІ: 


-0,5 — | 


Ig(Si) 


x4 


Рис. 2. Зависимости 15(51) от D для сферических опухолей разных размеров. 


ИЗМЕНЕНИЕ ИНТЕГРАЛЬНОЙ РАДИОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫХ ОПХОЛЕЙ РАЗЛИЧНОЙ ФОРМЫ В 
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Рис.3. Зависимости 15(51) от D для плоских опухолей разных размеров. 
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Рис.4. Зависимости lg(Si) or D для цилиндрических опухолей разных размеров. 
Как видно из графиков, приведенных на рис. 2 гипоксической (радиорезистентной) частей 
= 4, увеличение радиорезистентности опухолей B опухолей максимально y сферической И 


процессе их роста наиболее выражено у опухоли 
цилиндрической формы (если опухоль 
снабжается кислородом от капилляра, соосного 
опухоли) и наименее выражено у опухоли 
сферической формы. Такие результаты расчетов 
можно объяснить тем, что соотношение объемов 
нормоксической (радиочувствительной) и 


минимально у цилиндрической опухолей. 
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ЗМІНЕННЯ ІНТЕГРАЛЬНОЇ РАДІОЧУТЛИВОСТІ ЗЛОЯКІСНИХ ПУХЛИН РІЗНОМАНІТНОЇ ФОРМИ У 
ПРОЦЕСІ ЇХ РОСТУ 


Кнігавко В.Г, Пономаренко Н.С., Протасеня С.Ю., Батюк Л.В. 


Описано методику розрахунку середньої виживаності опромінених клітин пухлини в процесі її росту. Наведено результати 
розрахунків залежностей логарифму середньої виживаності від дози опромінення для пухлин, що мають форму сфери та 
плаского шару (що забезпечуються киснем з зовнішньої поверхні), а також циліндру (що забезпечується киснем від 
капіляру, співвісного з пухлиною). 


Ключові слова: виживаність опромінених клітин, злоякісна пухлина, радіочутливість клітин пухлини, оксигенація пухлин, 
інтегральна радіочутливість пухлин. 


CHANGE OF CUMULATIVE RADIOSENSITIVITY OF TUMORS OF THE DIFFERENT FORMS IN THE PROCESS 
OF THEIR GROWTH 


Knigavko V.G., Ponomarenko N.S., Protasenja S.Y., Batyuk L.V. 


The method for calculation of changes of average survival of exposed cells in the course of tumor growth was described. Results of 
calculations of dependences of the logarithm of average survival rate from a dose of radiation for tumors having the form of sphere 
and a flat layer (supplied with oxygen from an external surface), and the cylinder (supplied from a capillary, coaxial tumors) were 
resulted. 


Key words: survival of exposed cells, malignant tumor, radiosensitivity of tumor cells, tumor oxygenation, cumulative 
radiosensitivity of tumors. 
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ВПЛИВ МАГНІТНОГО ПОЛЯ НАДНИЗЬКОЇ ЧАСТОТИ HA ВНУТРІШНЬОКЛІТИННУ 
КОНЦЕНТРАЦІЮ ІОНІВ КАЛЬЦІЮ В ТИМОЦИТАХ ЩУРА 
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В даній роботі ми досліджували модулюючий вплив магнітного поля наднизької частоти Ha дію пероксиду водню. Для цього 
визначали концентрацію цитоплазматичного кальцію y тимоцитах щура. Для оцінки зміни внутрішньоклітинної 
концентрації кальцію [Са“ |; було використано двохвильовий метод реєстрації зміни флуорисценції індо-1. Отримані дані 
свідчать, що магнітне поле наднизької частоти спричинює збільшення внутрішньоклітинної концентрації кальцію як 
самостійно, так і у комплексі із пероксидом водню, що в свою чергу може призводити до активації важливих медіаторів 
апоптичних процесів, таких як CaMKII та JNK, i, таким чином, сприяє запуску апоптозу. 


Ключові слова: апоптоз, магнітне поле наднизької частоти, іони кальцію, пероксид водню. 


ВСТУП 


В сучасному світі ми постійно контактуємо з 
електромагнітними полями наднизької частоти, а тому 
дослідження даного питання є як ніколи актуальним. 
Вплив електромагнітних полів так званих 
«промислових» частот (50-60 Гц), як правило 
стосується людей, котрі по роду своєї діяльності 
постійно знаходилися під вищевказаним впливом, 1, як 
наслідок, у них розвиваються різні захворювання, в 
основі патогенезу яких лежить порушення гомеостазу 
loHiB кальцію. Під дією електромагнітних полів 
змінюється концентрація кальцію в крові, серцевому 
м'язі, міжклітинній рідині, відбуваються зрушення B 
процесах згортання й фібринолізу. У цих умовах 
істотно зростає частота гіпертонічних кризів й інших 
серцево-судинних ускладнень [1]. Відомо, що кальцій 
[Ca]; € вторинним посередником, а також 
універсальним іоном сигналізації, що регулює 
різноманітні клітинні функції та є одним із ключових 
елементів апоптичних сигнальних шляхів. Під час 
ранніх та пізніх стадій апоптозу спостерігається 
підвищення рівня внутрішньоклітинної концентрації 
іонів кальцію, які, в свою чергу, вважаються 
активаторами JNK та CaMKII, важливих медіаторів 
апоптичних процесів. JNK сигнальний шлях € 
ключовим модулятором загибелі клітин, 
опосередкованої активними формами кисню та азоту 


[2.3]. 


MATEPIA.IH I МЕТОДИ 


Моделлю для дослідження впливу магнітного 
поля наднизької частоти (МП ННЧ) на процеси, 
спричинені дією пероксиду водню (0,1 мМ), обрано 
суспензію свіжоізольованих тимоцитів. Тимоцити 
отримували з тимусу щурів лінії Вістар масою 120- 
150 г, котрі утримувались на стандартному раціоні 
віварію. Виділений тимус перетирали через ситечко 
із синтетичного волокна (Ø = 0,1 мм) в буферному 
розчині наступного складу (г/л): NaCl - 6,796; KCl - 
0,274; CaCl2 - 0,288; МаНСОЗ - 2,091; KH2P04 — 
0,299; Ме504 - 0,144; глюкоза - 1,8; (pH 7.4). 
Кількість клітин  підраховували за допомогою 
світлового мікроскопа у камері Горяєва з 
використанням барвника (0,4 % р-н трипанового 
синього). 

Інкубацію тимоцитів (50x106 кл/мл) здійснювали 
у водному термостаті при 37°С в стаціонарному 
середовищі RPMI-1640 з додаванням 2,05 мМ 
глутаміну. Інкубація проводилася протягом 3 годин. 

Отриману суспензію тимоцитів навантажували 
індо- ГАМ (вихідний розчин 1ндо-1 1ММ в ДМСО). 
Кінцева концентрація 1ндо-\АМ в середовищі 
навантаження становила 5 мкМ. Також додавався 
Pluronic F-127 (0,05% в середовищі навантаження) 
для покращення розчинення 1ндо-\АМ. Клітини 
навантажувались індо-1 протягом 30 хв. при 
температурі 37°С. Після навантаження клітин 
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центрифугуванням (3 рази), тимоцити відмивались 
від зовнішнього 1ндо-1. 

Реєстрація спектрів кальцієвих зондів 1ндо-| в 
суспензії тимоцитів проводилась на 
спектрофлуориметрі СДЛ-2. Флуоресценцію 1ндо-1 
збуджували при довжині хвилі 236-350 нм та 
реєстрували під кутом 90° до променя збуджуючого 
світла в 1 см кюветі в спектральному інтервалі від 360 
HM до 600 нм з кроком 0,5 нм на монохроматор! 
флуоресценції. Концентрація індо-1 в розчинах мала 
величину 5 MkM. Спектри записувались та зберігались 
B ASCII кодах з можливістю подальшої обробки 3a 
допомогою спеціалізованого програмного 
забезпечення. 

З огляду на певні недоліки у спектрофлуориметрі 
СДЛ-2 використовували, раніше розроблені 
Семеновим Ю. І. та іншими, удосконалену апаратно- 
програмну частину спектрофлуориметра та цифровий 
метод зменшення впливу флуктуацій збуджуючого 
випромінювання, який є модифікацією методів 
усереднення фотоструму [4]. 

Метод полягає в автономному регулюванні 
тривалості часових інтервалів інтегрування фотоструму 
відповідно до змін інтенсивності збуджуючого 
випромінювання. Реєстрація спектрів флуоресценції 
зондів здійснюється шляхом перетворення величини 
інтенсивності кожної поточної спектральної складової 
у відповідний цифровий код, який реєструється за 
допомогою цифрового реєструючого пристрою. При 


цьому кванти флуоресценції за допомогою 
фотоелектронного помножувача (ФЕП) 
перетворюються в стохастичну послідовність 
одноелектронних імпульсів, які підсилюються та 


нормалізуються по амплітуді. 

Зв'язування іонів Ca” флуоресцентними зондами 
(індо-1) значно змінює їхні спектри флуоресценції, що 
дозволяє за допомогою спеціальних флуоресцентних 
установок визначити концентрацію [Ca^]. Для цього 
використовується двохвильовий метод реєстрації. 
Реєструється двохвильовий параметр R-Ij/b, де П та 1, 
— інтенсивність флуоресценції на двох довжинах хвиль 
№ Ta № відповідно. У традиційних установках 
реєстрації Ca? «сигналів нервових чи м’язових клїтин 
проводиться через вимрювання параметру К, коли по 
черзі світло флуоресценцї проходить через два 
світлофільтри з A; Ta 22, які розміщені на диску, що 
швидко обертається. 

Клітинні суспензії піддавали впливу МП ННЧ, яке 
створювали 3a допомогою кілець Гельмгольца. 
Імпульси були прямокутної форми та різної 
полярності. Частота магнітного поля складала 8 Гц, 
індукція - 25 мкТл. Частота магнітного поля вибрана на 
основі її екологічної та геофізичної значущості [5,6]. 
Вектор індукції створюваного магнітного поля був 
паралельним вектору геомагнітного поля. 


Досліджувані зразки розміщували в кільця 
Гельмгольца. Контрольні проби знаходились в 
умовах фонових значень електромагнітного поля 
наднизьких частот, характерних для даної 
лабораторії (20-65 нТл). Для оцінки можливого 
впливу різниць у рівні фонових магнітних полів в 
місцях розташування дослідних та контрольних 
зразків проводили експерименти з псевдовпливом 
магнітного поля. В цьому випадку досліджувані 
зразки поміщали в кільця Гельмгольца, не піддаючи 
дії магнітного поля. 

Статистичну обробку результатів здійнювли 
згідно загальноприйнятих алгоритмів авріаційної 
статистики, для оцінки рівню значущості різниць 
між вибірками використовували t-kpirepiii 
Стьюдента. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Щоб охарактеризувати вплив МП ННЧ та дію 
пероксиду водню, ми визначали концентрацію 
цитоплазматичного кальцію у тимоцитах шура. Для 
оцінки зміни внутрішньоклітинної концентрації 
кальцію [Ca^]; було використано двохвильовий 
метод реєстрації зміни флуорисценції 1ндо-1. 

На кінетичних кривих зміни  двохвильового 
параметра К, що прямо пропорційно залежить від 
концентрації вільних іонів кальцію, можна побачити, 
що вплив МП HH на суспензію тимоцитів щура 
спричинює достовірне зростання параметру В 


(puc.1), що св1дчить про збільшення 
внутрішньоклітинної концентрації кальцію на 62% 
(p<0,05). 

Потрібно відмітити, що РН є одним з 


найважливіших параметрів, які суттєво впливають на 
біологічні процеси. рН нижче 7,4 як правило, є 
стресорним фактором, а як відомо, МП посилюють 
клітинну відповідь в умовах ненормального 
середовища (простого розчину хлориду натр1а) [7]. 

Провівши ці ж дослідження при значенні рН 7,0, 
що є неприроднім середовищем для тимоцитів, ми 
спостерігали подібні ефекти МП ННЧ, як 1 при 
pH-7,4, але процеси відбувалися з різною 
динамікою. Добре видно, що потрапляння тимоцитів 
в більш кисле середовище спричиняє повільну 
спонтанну кальцієву ВІДПОВІДЬ, чого не 
спостерігається при рН 7.4. Водночас з цим, на 
кінетичних кривих двохвильового параметра К 
можна побачити, що вплив МП ННЧ на суспензію 
тимоцитів щура спричинює значне зростання 
параметру К на 13 % (р<0,05), приблизно після 
шести хвилин впливу, та виходить на плато 
приблизно на дванадцятій хвилині (рис.2). 
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Рис. 1. Динамлка двохвильового параметра К (зонд 1ндо-1) в тимоцитах. 


Примітки: Розчин Кребса (2,5 ммоль/л СаСІ»); ї=22°С; pH=7,4. 


Як видно з рис. 1., додавання НО; до суспензії 
тимоцитів щура спричинює зростання параметру В на 
36 % (p<0,05), а в комбінації із впливом МП HH цей 
ефект значно посилюється ще на 8 % (р<0,05). 

При чому параметр К, що виражає 


R 410/495 


контроль 


Час, хв 


змїни при впливї МП ННЧ досягає свого 
максимального значення К „ах nicus приблизно 25 
XB, а параметр К, що виражає змїни при 
комбінованій дії Н.О,» з МП HH досягає свого 
максимального значення Rmax після приблизно 16 


XB. 
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Рис. 2. Динаміка двохвильового параметра К (зонд індо-1) в тимоцитах. 
Примітки: Розчин Кребса (2,5 ммоль/л CaCl); t=22°C; pH=7,0. 


Як видно з рис. 2, додавання Н.О» до суспензії 
тимоцитів щура призводить до зростання параметру К 
на 5 % (р<0,05), а в комбінації із впливом МП ННЧ цей 
ефект значно посилюється ще Ha 7 % (р<0,05). 
Кінетичні криві, які виражають зміни двохвильового 
параметру К при досліджуваних впливах, мають виглад 
сигмоїдних кривих з плато. При чому параметр В, що 
виражає зміни при впливі МП ННЧ досягає свого 
максимального значення Rmax після приблизно 13 хв, а 
параметр К, що виражає зміни при впливі H;O; та 
комбінованій дії Н.О; з МП HH досягає свого 
максимального значення В „ах після приблизно 25 хв. 


Важливим залишалося виявити та дослідити 
можливий механізм активації апоптозу при дії 
досліджуваних факторів. Ми припустили, що таким 
механізмом активації апоптозу може бути кальцій- 
залежний механізм. Тому для того, щоб 
охарактеризувати модулюючий вплив магнітного 
поля наднизької частоти на дію пероксиду водню, ми 
визначали концентрацію цитоплазматичного кальцію 
у тимоцитах щура. Для оцінки зміни 
внутрішньоклітинної концентрації кальцію [Ca]; 
було використано двохвильовий метод реєстрації 
зміни флуорисценції індо- 1. 
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Таблиця 1 
Величина A [Са? |; при дії H20, та модифікуючому впливі МП HHY, 
зміна за весь період часу експозиції. 
Фактори впливу А | Са" 1; (нмоль/л) 
pH-7,4 pH-7,0 

Контроль 193,26 + 9,47 239,56 + 8,84 
МП ННЧ 312,4 + 13,29 278 + 14,62 
Н.О» 465,96 + 11,93 312,4 + 12,73 
H,O, та МП HHY 496,7 23,75 374,18 + 9,86 


Ha кінетичних кривих зміни  двохвильового 
параметра К можна побачити, що вплив МП ННЧ на 


суспензію  тимоцитів щура спричинює значне 
зростання параметру К (Рис.1.), який прямо 
пропорційно відображає збільшення 


внутрішньоклітинної концентрації кальцію. 

Як видно з рис. 1. додавання Н.О» до суспензії 
тимоцитів щура спричинює зростання параметру К, а в 
комбінації із впливом  електромагнітного поля 
наднизької частоти цей ефект значно посилюється. 
Провівши ці ж дослідження при значенні рН 7,0, ми 
спостерігали такі ж загальні ефекти МП ННЧ, як і при 
pH-7,4, але процеси відбувалися з різною динамікою. 

Використавши вище описані закономірності за 


отриманими значеннями параметру В було 

~ 2+ I 
розраховано цитозольний [Са’] в контрольній 
суспензії  тимоцитів та в тимоцитах при дії 


досліджуваних факторів, коли параметр досягав 
максимального значення Rmax (ІСа? 7; шах). З Отриманих 
даних обчислювали збільшення концентрації кальцію 
А [C2?]; при ди НО; ta МП HH, а також при 
комбінації впливу цих факторів (Таб. 3.2). Як видно з 
даних таблиці, вплив МП ННЧ спричинює значне 
зростання концентрації внутрішньоклітинного 
кальцію, особливо за нормального фізіологічного 
значення рН. Також варто відмітити, що при 
комбінованому впливі МП ННЧ та пероксиду водню 
спостерігається збільшення концентрації кальцію, в 
порівнянні з впливом лише пероксиду водню, це може 
свідчити про те, що дія МП ННЧ модифікує ефект, 
спричинений пероксидом водню. 

Важливо відмітити, що використана 
концентрація пероксиду водню хоча і, можливо, 
здатна до окиснення ліпідів мембрани, не 
призводить до зміни проникності цитоплазматичної 
мембрани для кальцію, а отже зростання 
концентрації іонів кальцію [Са | в цитозолі 
відбувається не тільки за рахунок дифузії іонів 
кальцію з позаклітинного простору, а ще також 1 
внаслідок виходу цього іону з внутрішньоклітинних 
депо, як відповідь на певний фактор впливу. 
Дослідження зміни флуоресценції індо-1 проводилися 


протягом 25 хвилин, оскільки за цей час двохвильовий 
параметр К досягає свого максимального значення [4]. 


ВИСНОВКИ 


Вплив МП ННЧ призводить до збільшення 
внутрішньоклітинної концентрації кальцію як при 
наявності H5O», посилюючи його ефект на суспензію 
тимоцитів, так 1 в розчині без Н.О». Варто відмітити, 
що така дія, спричинена МП ННЧ, спостерігається при 
невеликих відхиленнях рН, та процес збільшення 
внутрішньоклітинної концентрації кальцію 
відбувається із різною динамікою. Таким чином, 
отримані дані свідчать, що МП ННЧ спричинює 
збільшення внутрішньоклітинної концентрації 
кальцію як самостійно, так i у комплексі із ЊО (де 
ефект значно посилюється), що в свою чергу може 
призводити до активації важливих медіаторів 
апоптичних процесів, таких як СаМКП та JNK, i, 
таким чином, сприяє запуску апоптозу. 
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ВЛИЯНИЕ МАГНИТНОГО ПОЛЯ СВЕРХНИЗКОЙ ЧАСТОТЫ НА ВНУТРИКЛЕТОЧНУЮ КОНЦЕНТРАЦИЮ 
ИОНОВ КАЛЬЦИЯ B ТИМОЦИТАХ КРЫСЫ ПРИ ИХ ПЕРОКСИД-ИНДУЦИРОВАННОМ ПОВРЕЖДЕНИИ 


Собко B.H., Мартынюк B.C., Артеменко А.Ю. 


В данной работе мы исследовали модулирующеє влияние магнитного поля сверхнизкой частоты на действие 
перекиси водовода. Для этого определяли концентрацию цитоплазматического кальция в тимоцитах крысы. Для 
оценки изменения внутриклеточной концентрации кальция |Са" |; был использован двухволновой метод регистрации 
изменения флуорисценции индо-1. Полученные данные свидетельствуют, что магнитное поле сверхнизкой частоты 
вызывает увеличение внутриклеточной концентрации кальция как самостоятельно, так и в комплексе с пероксидом 
водорода, что в свою очередь может приводить к активации важных медиаторов апоптических процессов, таких как 
CaMKII и JNK, и, таким образом, способствует запуску апоптоза. 


Ключевые слова: апоптоз, магнитное поле сверхнизкой частоты, ионы кальция, пероксид водорода. 


INFLUENCE ОЕ ОЕ EXTREMELY LOW FREQUENCY MAGNETIC FIELD ON INTRACELLULAR CALCIUM ION 
CONCENTRATION IN THYMOCYTES OF RATS UPON PEROXIDE-INDUCED DAMAGE 


Sobko V.M., Martyniuk V.S., Artemenko O.Yu. 


In this study we investigated the modulating effect of the magnetic field of low frequency on hydrogen peroxide action. To 
achieve this goal we determined cytoplasmic calcium concentration in rat thymocytes. To estimate changes of intracellular 
calcium [Ca^]; concentration we used two-wave method for detecting fluorescent changes of indo-1. These data suggest that 
low frequency magnetic field causes an increase in intracellular calcium concentration, both independently and in combination 
with hydrogen peroxide, which in turn can lead to activation of the important mediators of apoptotic processes such as 
CaMKII and JNK, and thus contributes to launch apoptosis. 


Key words: apoptosis, extremely low frequency magnetic field, calcium 10ns, hydrogen peroxide. 
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В работе представлены результаты исследования диэлектрических характеристик суспензий эритроцитов, мембран 
эритроцитов и плазмы крови больных сахарным диабетом методом СВЧ-диэлектрометрии на рабочей частоте 9,2 ГГц на 
фоне терапевтического воздействия. Установлено, что значения действительной части комплексной диэлектрической 
проницаемости (є”) суспензии эритроцитов и мембран эритроцитов у пациентов с сахарным диабетом до лечения имеют 
тенденцию к увеличению по сравнению с соответствующими показателями суспензии эритроцитов больных сахарным 


диабетом после лечения. 


Выявлено достоверное уменьшение среднего 


значения статической диэлектрической 


проницаемости (є) суспензий мембран эритроцитов больных сахарным диабетом после лечения; достоверное понижение 
средних значений частоты диэлектрической релаксации молекул воды (fp) суспензий эритроцитов и мембран эритроцитов 
больных сахарным диабетом после курса лечения. Выявлено достоверное увеличение средних значений удельной 
электропроводности (о) всех исследуемых компонент крови больных сахарным диабетом после лечения. 


Ключевые слова: диэлектрическая проницаемость, удельная злектропроводность, эритроциты, мембраны эритроцитов, 


плазма крови, сахарный диабет 2 типа. 


ВВЕДЕНИЕ 


Кровь, при общей тенденции к сохранению 
постоянства своего морфологического и 
химического состава, в тоже время, является одним 
из наиболее чувствительных показателей 
изменений, происходящих в организме под 
влиянием различных физиологических и 
патологических | процессов. При патологии 
изменения крови крайне разнообразньт и зависят не 
только от тяжести процесса, но и от общей 


реактивности | организма и сопутствующих 
осложнений [1, 2, 3]. 

Биологические объекты, в том числе 
компоненты крови, содержат в своем составе 
большое количество воды, обладающей 
определенными диэлектрическими 
характеристиками. Патологические процессы, 


происходящие в организме на фоне заболевания, 
неизбежно приводят к изменению физико- 
химических свойств биологических объектов, 
сопровождаются перестройкой их структуры, что 
приводит к изменению общего состояния 
свободной и связанной воды [4, 5]. 

Исследования, отражающие состояние воды в 
клеточных мембранах, свидетельствуют о том, что 
вода является также важным структурным 


компонентом мембран, обеспечивающим 
двухслойную структуру и определенное фазовое 
состояние липидов, а также функциональную 
активность мембраны в целом. Многочисленные 
работы последних десятилетий в области изучения 
функционального состояния клеток показывают, 
что одно из основных звеньев в патогенезе 
различных заболеваний составляют 
функциональные и структурные изменения, 
происходящие в биологических мембранах, в 


частности = мембранах зритроцитов. 
Гетерогенность состава мембраны зритроцита и ее 
способность быстро менять характер 
взаимодействия между компонентами 
обуславливает наличие широкого спектра 


структурных и функциональных реакций клетки, 
которые способствуют ее приспособлению к 
условиям среды. Согласно современным 
представлениям, многие метаболические и 
функциональные изменения клеток, 
сопровождающие различные патологические 
процессы, определяются структурными 
нарушениями внутри- и внеклеточной воды [5, 6, 7, 
8, 9]. Особый интерес представляют процессы, 
которые происходят как между молекулами воды в 
различных состояниях, так и между протонами 
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воды и отдельных молекулярных групп, входящих 
в состав биологических структур [10]. 

Учитывая, что патология изменяет физико- 
химические свойства воды, можно предположить, 
что в многочисленных звеньях биохимических 
процессов существенную роль играет влияние 
заболевания на структуру водного компонента 
биологических жидкостей. Поэтому, представляет 
интерес изучить особенности влияния IIATOJIOTHH, в 
данном случае сахарного диабета 2 типа (СД 2), на 
структуру водного компонента крови. Наиболее 


перспективным для решения данной задачи 
является использование метода СВЧ- 
диэлектрометрии В диапазоне частот, 


соответствующих области дисперсии воды. В 
работе предполагается показать, что специфика 
состояния воды должна найти отражение в ее 
динамике диэлектрических показателей, которые 
являются ценным источником информации о 
взаимосвязи молекул в растворах и биологических 
жидкостях [11]. 

Острота проблемы сахарного диабета, 
обусловленная постоянным ростом заболеваемости, 
развитием осложнений, требует рационального 
пересмотра существующих и разработки новых 
теоретических концепций, касающихся главных 
вопросов этиологии и механизмов его развития. 
Для выяснения основных причин неуклонного 
роста осложнений при СД следует рассматривать 
данную проблему на разных уровнях: от 
молекулярных нарушений до организма в целом. 
Именно изучение патогенетических процессов на 
различных уровнях позволит глубже проникнуть в 
причины развития СД и подобрать для него более 


эффективную терапию. Знание типовых 
патогенетических реакций, их течение и 
взаимодействие между собой раскрывает 


возможности для диагностики заболеваний на 
донозологическом уровне, т.е. в тех случаях, когда 
диагноз заболевания ещё не установлен, но 
патологические изменения, происходящие В 
организме, могут быть выявлены. 


МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 


В эксперименте изучались диэлектрические 
характеристики компонент крови пациентов, 
страдающих диабетом 2 типа, до и после лечения. 
Лечение представляло собой регулярный прием 
амарила, витамина Е и инсулинотерапию. 
Диэлектрические свойства биологических тканей в 
СВЧ диапазоне определяются в основном 
присутствием в них воды, растворенных в воде 
макромолекул, а также компартментализацией 
клеточных и макроскопических структур. 
Компартментализация способствует оптимальному 


протеканию биохимических реакций, но с другой 
стороны, приводит к тому, что биоткани 
приобретают сегнетоэлектрические 
(электроподобные) свойства. Вследствие наличия 
заряженных компартментов биоткани обладают 
ВЫСОКИМ значением диэлектрической 
проницаемости, особенно на низких частотах. 
Заряженные слои ведут себя во внешнем поле как 
домены с высоким значением электрического 
дипольного момента и низкой характеристической 
частотой релаксации fp. Применительно к диполям 
fp соответствует максимальной частоте внешнего 
электромагнитного поля (ЭМП), которую они 
способны воспроизводить своим поворотом в нем. 
В результате подобных поворотов достигается 
высокая степень экранирования внешнего ЭМП. 
Диапазон частот fo ДЛЯ различных 
внутриклеточных компартментов простирается от 
долей герца до 1-10 кГц [12, 13]. 

В данной работе диэлектрические параметры 
исследуемых образцов измеряли методом СВЧ- 
диэлектрометрии с использованием 
цилиндрического Но» - резонатора на рабочей 
частоте 9,2 ГГц [14, 15], который позволяет 
зафиксировать даже самые незначительные 
структурные изменения | биокомпонент по 
изменению соотношения между свободной и 
связанной водой [16] Для измерения є" 
исследуемый образец набирали в капилляр, 
помещали в резонатор и фиксировали сдвиг 
резонансной частоты между собственной частотой 
резонатора и резонатора с образцом. Значения є' и 
є" рассчитывали по градировочным кривым, 
полученным для веществ с известными значениями 
& и є" [17]. В величину e" была внесена поправка на 
электропроводность в связи с присутствием в среде 
неорганических HOHOB. Электропроводность 
суспензий эритроцитов, теней эритроцитов и 
плазмы крови измеряли мостовым методом на 
частоте 1 кГц при комнатной температуре. 
Погрешность полученных значений ғ не 
превышала +0,2, для =" погрешность не превышала 
+0,5. Температура образцов в капилляре измерялась 
с помощью медь-константановой термопары с 
точностью +0,1°С и составляла 20,0°С. Из 
литературных данных (18, 19] известно, что 
релаксационные характеристики свободной воды в 
различных биологических тканях не отличаются от 
чистой воды, и область у-дисперсий компонент 
крови может быть описана при помощи уравнений 
Дебая [20]: 


' Es — 2 


РУТА wi 
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ы = (=; =) / fs з 
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1+(// fo M 


Как следует из (2) максимум є" наблюдается при 
Е. Из уравнений (l) и (2) можно получить 
выражение для fp и Es: 


ра —&„)/&”, (3) 


5 (є! = Є, ) T 


где Єр M ё — высокочастотная и низкочастотная 
(статическая) диэлектрические проницаемости, 
соответственно, fp и f — частота диэлектрической 
релаксации и частота микроволнового поля, 
соответственно, є» принимали равным 5,6 [21]. 
Используя уравнения (1) и (2) рассчитывали частоту 
диэлектрической релаксации молекул воды в 
эритроцитах fp, что является параметром, 
характеризующим подвижность молекул в СВЧ поле, 
а, следовательно, степень её взаимодействия с 
окружением, и значение диэлектрической 
проницаемости на нижнем участке области дисперсии 


молекул воды — статическую  дизлектрическую 
проницаемость £s. 

Объектами исследования были эритроциты, 
мембраны эритроцитов и плазма крови. Для 


приготовления образцов венозную кровь больных, 
стабилизированную гепарином, отмывали натрий- 
фосфатньм буфером (150 мм МС 20мм 
Ма›НРО„/МаН»РО„ pH 7,4), и центрифугировали при 
1500 об/мин 3 раза по 3 минуты, каждый раз при этом 
отбирая надосадочную жидкость и  разбавляя 
буфером. Полученную эритромассу разбавляли в 
соотношении 1:1 физиологическим раствором. Для 
получения плазмы венозную кровь с гепарином 
разводили 1:1 физиологическим раствором и далее 
центрифугировали при 1500 об/мин в течение 
3 минут. Мембраны эритроцитов получали путем 
гемолиза эритроцитов в 0,015 М NaCl в течение 
30 мин. с последующим центрифугированием при 
4000 об/мин в течение 10 мин. [22]. Далее тени 
отмывали 3 раза в физиологическим растворе с 
последующим центрифугированием при 4000 об/мин 
10 мин. 

Все пациенты были разделены на три группы: 

В первую группу были включены пациенты, 
компоненты крови которых исследовали только до 
лечения (26 человек). 

Вторую группу составляли пациенты, компоненты 
крови которых исследовали только после 
прохождения ими курса лечения (15 человек). 


В третью группу входили пациенты, компоненты 
крови которых исследовали и до и после лечения (8 
человек). Таким образом, оценку влияния лечения на 
компоненты крови проводили как на двух 
независимых группах, так и на одной группе 
пациентов, получающих сравниваемое воздействие. 

Полученные данные были статистически 
обработаны в программе OriginPro8. Проверку на 
нормальность распределения проводили при помощи 
теста Шапиро-Уилка, который можно использовать 


для малочисленных выборок [23]. Проверку 
гипотезы о равенстве средних значений 
диэлектрических параметров нормально 


распределяющихся дат осуществляли при помощи 
дисперсионного анализа и критерия Стьюдента как 
для двух независимых выборок (1 и 2 группа), так и 
парный критерий Стьюдента для двух зависимых (За 
и 36 групп) при пороговом уровне значимости 00,05 
и числа степеней свободы v-n-] (n – объем 
выборки). Для сравнения изменения состояния 
больных до и после лечения использовали критерий 
Уилкоксона, основанный на рангах и, в связи с чем 
не нуждающийся в предположениях о типе 
распределения изменений [24]. 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 


В результате проведенного эксперимента было 
обнаружено, что средние значения 
диэлектрической проницаемости (ДП) суспензий 
эритроцитов первой, второй, и третьей групп в 
соответствии с уровнем значимости p<0,05 
существенно не отличались. Стандартное 
отклонение ДП суспензий эритроцитов составляет 
3-4,8 единиц, что может быть объяснено 
внутригрупповой изменчивостью индивидуальных 
различий пациентов, а также индивидуальными 
отличиями реакции организма на заболевание и на 
терапевтическое воздействие. Однако было 
обнаружено достоверное изменение средних 
значений действительной и мнимой части 
комплексной диэлектрической проницаемости 
суспензии мембран эритроцитов больных СД 2 до 
лечения по сравнению с соответствующими 
показателями больных после лечения. 

В таблице 1 представлены средние значения и 
стандартные отклонения действительной (є) и 
мнимой (є") частей комплексной диэлектрической 
проницаемости, статической диэлектрической 
проницаемости (55), частоты диэлектрической 
релаксации (fp) и удельной электропроводности 
(с) компонент крови больных сахарным диабетом 
до (1 группа) и после лечения (2 группа), а так же 
компонент крови больных СД 2 до (За группа) и 
после (36 группа) лечения. 
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Таблица 1 


Диэлектрические параметры компонент крови пациентов с СД 2 до и после лечения 


Диэлектрические Объекты Средние значение компонент крови + стандартное 
параметры исследования отклонение 
Группа 1 Группа 2 Группа За Группа 36 

Суспензии 35,57+4,78 33,50+4,31 33,64+3,48 31,8423,06 
зритроцитов 

РИ Суспензии 55,66+1,71 52,80+1,29* 54,78+1,36 52,43+1,06* 
мембран 
Плазма 45,30+0,92 45,43+0,69 45,23+0,39 45,40+0,73 
крови 
Суспензии 24,30+3,33 25,39+3,01 23,19+4,11 24,40+3,08 
зритроцитов 

e" Сосни ми 30,91+0,82 31,44+0,25* 31,77+0,54 31,44+0,15 
мембран 
Плазма 29,68+1,63 29,43+1,12 30,45+0,42 29,26+1,06 
крови 
Суспензии 55,38+6,96 56,96+5,78 52,94+7,89 54,88+5,73 
зритроцитов 

& руспензии 74,80+0,98 73,75+0,98* 75,31+1,24 73,54+0,73* 
мембран 
Плазма 67,59+2,06 67,22+1,59 68,63+0,60 69,92+1,39 
крови 
Суспензии 11,34+0,79 10,15+1,32* 11,23+0,86 9,99+1,39 
зритроцитов 

9 Суспензии s E * + Д5 ж 
fp „10, Гц | тембран 14,92+0,79 13,81+0,31 14,24+0,38 13,7+0,28 
Плазма 12,36+0,95 12,46+0,58 11,97+0,24 12,52+0,56* 
крови 
Суспензии 0,60-0,04 1,09-0,09 0,06-0,05 1,06+0,06* 
эритроцитов 
Суспензии 
PEN успенз 4 T * + + * 
с, Ом м меморав 1,13+0,05 1,19+0,02 1,14+0,05 1,19+0,01 

Плазма 1,02+0,02 1,06+0,02* 1,03+0,02 1,06+0,03* 
крови 


Примечание: символом * обозначены значения показателей, между которыми наблюдались достоверные отличия с 


уровнем значимости р<0,05. 


Из таблицы 1 видно, что значения действительной 
части комплексной диэлектрической проницаемости 
(2) суспензии эритроцитов в группах пациентов с СД 
2 до лечения (1 и За группы) имеет тенденцию к 
увеличению данного параметра (р=0,2 для 1 и 2 
группы, р=0,2 для За и 36 группы) по сравнению с 


соответствующими показателями суспензии 
эритроцитов больных СД 2 после лечения (2 и 
36 группы), что свидетельствует об изменении 


количества свободной воды в эритроцитах больных 
СД 2, ВОЗМОЖНО вследствие модификации 
сопутствующих заболеванию изменений, таких как: 
изменения вязкости и проницаемости плазматической 
мембраны, а также конформации гемопорфирина 
гемоглобина эритроцитов, снижение связывания 
кислорода и увеличение содержанил 
дезоксигемоглобина, сопровождающимся 
изменениями вязкости и проницаемости мембраны 
для Na’, Н”, Cay’, К’ [25]. 


Диэлектрические потери (є””) суспензий 
эритроцитов больных СД 2 после лечения (2 и 
36 группы) имеют тенденцию к увеличению по 
сравнению с соответствующими показателями 
суспензии эритроцитов больных СД 2 до лечения (1 и 
За группы), (р=0,1 для 1 и 2 группы, р=0,5 для За и 36 
группы). Такой | разнонаправленньй характер 
изменения значений є" и є" суспензий зритроцитов 
больных СД 2 вероятнее всего, связан с 
немонотонностью зависимости количества связанной 
клеткой воды от состояния системы в целом. Однако 
поскольку при этом происходит увеличение значений 
£s TO можно говорить об увеличении количества 
свободной (объемной) воды в образце (р=0,1 для 1и 2 
группы). Также в группах больных СД 2 после 
инсулинотерапии наблюдается достоверное 
уменьшение средних значений частоты 
диэлектрической релаксации молекул воды fp 
суспензий эритроцитов по сравнению с 
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соответствующими показателями fp суспензий 
эритроцитов больных СД 2 до лечения (р=0,05 для | и 
2 группы, р=0,1 для За и 36 группы). Сопоставляя 
между собой значения es и fp суспензий эритроцитов 
больных СД 2, можно предположить, что 
терапевтические методы направленные на коррекцию 
СД 2, способствуют переходу воды из связанного 
состояния в свободное, что приводит к увеличению ее 
подвижности [26]. 

Как известно, проницаемость биологических 
мембран - их важнейшее свойство, заключающееся в 
способности пропускать в клетку и из неё различные 
метаболиты (аминокислоты, сахара, ионы и т.п.). Она 
имеет большое значение для осморегуляции и 
поддержания постоянства состава клетки. Её физико- 
химический гомеостаз играет важную роль в 
генерации и проведении нервного импульса, в 
энергообеспечении клетки, сенсорных механизмах и 
др. процессах жизнедеятельности [27]. 
Проницаемость обусловлена особенностями строения 
мембран, являющихся осмотическим барьером между 
клеткой и средой, и служит характерным примером 
единства и взаимосвязи между структурой и 
функцией на молекулярном уровне [13, 28, 29]. 

Роль воды в мембранах обычно рассматривают 
как организующий фактор, с помощью которого 
формируется пространственная бислойная структура 
мембран с включением в их состав интегральных 
белков и различных других компонентов [30, 31, 32]. 

Результаты исследований показали (табл. 1), 
достоверное понижение = суспензий мембран 
эритроцитов больных СД 2 после лечения по 
сравнению с ее значением у больных СД 2 до лечения. 
Повышенное значение & суспензий мембран 
эритроцитов и є" суспензий самих эритроцитов 
больных СД 2 до лечения по сравнению с 
соответствующими параметрами после лечения 
может быть следствием повреждения мембран 
активными формами кислорода в местах наибольшей 
активности перекисного окисления липидов (ПОЛ) и 
возникновения каналов пассивной проницаемости 
(гидрофильных зон в гидрофобном слое мембран) за 
счёт образования гидропероксидов жирных кислот 
[29, 33, 34]. Через эти каналы в клетки могут 
проникать вода, ионы натрия, кальция, что приводит к 
набуханию клеток, органелл и их разрушению [34, 
35]. На фоне лечения больных СД 2 происходит 
нормализация процессов ПОЛ, что сопровождается 
достоверным понижением среднего значения ғ’ 
суспензий мембран эритроцитов больных СД 2 после 
лечения. Также после прохождения больными курса 
терапии наблюдается достоверное увеличение 
среднего значения £" суспензий мембран эритроцитов 
больных СД 2, однако достоверные различия 
показателей отмечались только у пациентов 1 и 2 
групп, что вероятнее всего связано с их 
количественным составом, т.к. мощность критерия по 
данному параметру между показателями За и 36 групп 
оказалась низкой и соответствовала 0,08. 


Также наблюдается достоверное уменьшение 
среднего значения £s суспензий мембран эритроцитов 
больных СД 2 после лечения, что свидетельствует о 
возможной нормализации гидратации мембран и об 
уменьшении количества свободной воды в результате 
связывания ее мембраной эритроцита; достоверное 
уменьшение среднего значения fp суспензий 
мембран эритроцитов может быть обусловлено 
упорядочением воды в образцах. 

Достоверных тенденций в значениях &' и e' 
плазмы крови больных СД 2 зафиксировано не было, 
однако обнаружена тенденция к понижению значений 
£g плазмы крови больных СД 2 после лечения (р=0,07) 
для За и 36 групп, что может быть обусловлено 
увеличением связанной воды в образцах. 

Обнаружено достоверное повышение средних 
значений fp плазмы у больных 36 группы по 
сравнению со значениями fp у больных За группы, что 


, 


может быть обусловлено перераспределением 
объемной и связанный воды и изменением степени 
упорядоченности объемной воды, возможно в 


результате усиления интенсивности процессов ПОЛ и 
окислительной модификации белков плазмы крови и 


накоплении свободных кислородсодержащих 
радикалов [36, 37]. 
На основании полученных данных можно 


говорить о том, что лечение приводит к уменьшению 
количества свободной воды в плазме крови 
пациентов. Это может быть как результатом 
повышения степени гидратации некоторых компонент 
плазмы крови, так и следствием увеличения их 
концентрации. 

В табл. 1 показано, что после прохождения 
больными СД 2 курса лечения у пациентов 
наблюдается достоверное увеличение, удельной 
электропроводности с всех исследуемых компонент 
крови. Лечение приводит к увеличению с компонент 
крови больных сахарным диабетом. Такое повышение 
с отражает в большей степени увеличение количества 
носителей заряда, и в меньшей степени заряженных 
молекул, что может быть обусловлено наличием в 


крови продуктов метаболизма лекарственных 
препаратов. 

ВЫВОДЫ 
1. Специфичность изменений, происходящих в 


крови больных сахарным диабетом второго типа 
на фоне лечения позволяет рассматривать 
целесообразность применения метода СВЧ- 
диэлектрометрии для изучения молекулярных 
изменений на уровне клетки при различных 
патологических состояниях. 

2. Значения диэлектрической проницаемости (є? 
суспензии эритроцитов и мембран эритроцитов у 
пациентов с сахарным диабетом до лечения 
имеют тенденцию к увеличению по сравнению с 
соответствующими показателями суспензии 


ВЛИЯНИЕ КУРСА ЛЕЧЕНИЯ НА ДИЭЛЕКТРИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ КОМПОНЕНТ КРОВИ 55 
БОЛЬНЫХ САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ 2 ТИПА 


эритроцитов больных сахарным диабетом после 
лечения. 

Выявлено увеличение значений 
диэлектрической проницаемости (=) и 
одновременное понижение частоты 
диэлектрической релаксации молекул воды (fp) 
суспензий эритроцитов больных сахарным 
диабетом после курса лечения, что 
свидетельствует 06 увеличении количества 
свободной воды и о ее упорядочении. 
Наблюдается достоверное уменьшение среднего 
значения статической диэлектрической 
проницаемости es суспензий мембран эритроцитов 
больных сахарным диабетом после лечения, что 
свидетельствует о возможной нормализации 
гидратации мембран и уменьшении количества 
свободной воды в результате связывания ее 
мембраной эритроцита. 

Установлено достоверное увеличение средних 
значений удельной злектропроводности (с) всех 
исследуемых компонент крови больных сахарным 
диабетом после лечения. 
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эритроцитов крови больных диабетической нефропатией // 


ВПЛИВ КУРСУ ЛІКУВАННЯ НА ДІЕЛЕКТРИЧНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ КОМПОНЕНТ КРОВІ ХВОРИХ HA 
ЦУКРОВИЙ ДІАБЕТ 2 ТИПУ 


Шаталова T.O., Адельянов O.B., Горобченко О.О., Ніколов О.Т., Гаташ С.В., Овсяннікова T.M., Горшунська М.Ю. 


В роботі представлені результати дослідження діелектричних характеристик суспензій еритроцитів, мембран еритроцитів і 
плазми крові хворих на цукровий діабет методом НВЧ-делектрометри на робочій частоті 9,2 ГГц на фоні терапевтичного 
впливу. Встановлено, що значення дійсної частини комплексної діелектричної проникності (є) суспензії еритроцитів i 
мембран еритроцитів у пацієнтів з цукровим діабетом до лікування мають тенденцію до збільшення в порівнянні 3 
відповідними показниками суспензії еритроцитів хворих на цукровий діабет після лікування. Виявлено достовірне 
зменшення середнього значення статичної діелектричної проникності (és) суспензій мембран еритроцитів хворих на 
цукровий діабет після лікування; достовірне зниження середніх значень частоти діелектричної релаксації молекул води (fp) 
суспензій еритроцитів і мембран еритроцитів хворих на цукровий діабет після курсу лікування. Виявлено достовірне 
збільшення середніх значень питомої електропровідності (с) всіх досліджуваних компонент крові хворих на цукровий 
діабет після лікування. 


Ключові слова: діелектрична проникність, питома електропровідність, еритроцити, мембрани еритроцитів, плазма крові, 
цукровий діабет 2 типу. 


TREATMENT EFFECT ON DIELECTRIC CHARACTERISTICS OF BLOOD COMPONENT OF PATIENTS WITH 
TYPE 2 DIABETES 


Shatalova T.A., Adeljanov A.V., Gorobchenko O.A., Nikolov O.T., Gatash S.V., Ovsyannikova T.N., Gorshunskaya M.Y. 


The paper presents the results of a study of the dielectric properties of suspensions of red blood cells, red blood cell membranes and 
blood plasma of patients with diabetes mellitus using microwave dielectrometry method at the operating frequency of 9,2 GHz 
including the therapeutic effect. The study has shown that the value of the real part of complex dielectric permittivity (є?) of 
erythrocyte suspension and erythrocyte membranes in patients with diabetes before treatment tend to increase as compared with the 
corresponding indicators of erythrocyte suspension in patients with diabetes mellitus after treatment. The research has shown a 
significant decrease in the average values of the static dielectric constant (25) of membrane suspensions of patients’ erythrocytes with 
diabetes mellitus after treatment, as well as a considerable decrease in the average values of frequency dielectric relaxation of water 
molecules (fp) of erythrocyte suspensions and erythrocyte membranes of diabetic patients after treatment. A significant increase in 
the average values of electrical conductivity (c) of all investigated blood components of diabetic patients after treatment has been 
detected 


Key words: permeability, conductivity, erythrocytes, erythrocyte membranes, blood plasma, type 2 diabetes. 
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ЗМІНА МОРФОМЕТРИЧНИХ ПАРАМЕТРІВ ФУНКЦІОНАЛЬНОЇ АКТИВНОСТІ КЛІТИН 
ПРЕОПТИЧНОГО ЯДРА ГІПОТАЛАМУСА ЩУРІВ НА РІЗНИХ СТАДІЯХ ЕСТРАЛЬНОГО 
ЦИКЛУ ПРИ ІММОБІЛІЗАЦІЙНОМУ СТРЕСІ 
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Установлено, що клітини преоптичного ядра гіпоталамуса щурів по-різному реагують на вплив іммобілізаційного стресу. 
Морфометричні параметри нейроцитів продемонстрували підсилення синтетичних процесів у цих клітинах, натомість в 


астроцитах функціональна активність знизилася при дії стресу. 
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ВСТУП 
Репродуктивна функція регулюється завдяки 
взаємодії цілого комплексу структур гіпоталамо- 


гіпофізарно-гонадної системи, ключове місце серед яких 
посідає гіпоталамус. Преоптичне ядро гіпоталамуса є 
одним 3 найважливїших центрів регуляції 
репродуктивної функції. У статевозрілих самців це ядро 
більше за розмірами, ніж у статевозрілих самок. Це 
зумовлено дією тестостерону в процесі розвитку мозку 
[6]. При цьому у кастрованих тварин розмір ядра 
зменшується. Подібні відмінності в об'ємі пов'язані зі 
змінами у розмірах клітин, а не в їх кількості, оскільки 
після замісної терапії тестостероном спостерігається 
відновлення розмірів преоптичного ядра. Слід 
зазначити, що в преоптичному ядрі синтезуються різні 
форми люліберина та вазотоцина, а також інші види 
нейропептидів та нейротрансміттерів (чільне місце в 
цьому ряді займає нейротензин). Також у преоптичному 
ядрі знайдено ароматазу, яка бере участь у процесі 
перетворення тестостерона в естроген [3]. Серед 
продуктів секреції гіпоталамічних ядер, причетних до 
регуляції репродуктивної функції, провідна роль 
належить люліберину. Саме люліберин (рилізинг- 
гормон лютеїнізуючого гормону) забезпечує 
вивільнення лютропіна гонадотропоцитами 
аденогіпофіза. Крім того, люліберин здатен впливати на 
гонади безпосередньо. Принаймні у гонадах так, як 1 в 
преоптичній області гіпоталамуса та аденогіпофізі, є 
мРНК рецепторів люліберина [5]. В гіпоталамусі 


люліберин-вмісні Клітини ідентифіковані В 
преоптичному, паравентрикулярному, 
перивентрикулярному та супраоптичному ядрах. 
Вважається, що саме преоптичне ядро інтегрує 


інформацію, яка надходить від вищевказаних частин 
мозку [4]. 


Дослідження на самках мишей показало зниження 
альфа-рецепторів естрогена в преоптичній зоні 
гіпоталамуса при старінні [6]. Інтерналізація естроген- 
індукованого мю-опіоїдного рецептора в медіальному 
преоптичному ядрі опосередковується через активацію 
рецептора нейропептида У-У І в аркуатному ядрі самок 
щурів. Крім того, статевий диморфізм медіального 
преоптичного ядра знаходить своє відображення в 
тимчасових істотних відмінностях розміру ядер його 
нейронів. Важливими Й актуальними є дослідження 
нейрон-гліальних взаємодій в умовах стресу та їхньої 
ролі в регуляції розмноження тварин [7]. 
Загальновизнано, що стресові фактори здатні 
порушувати регулярність  естрального циклу й 
негативно впливати на репродуктивну здатність 
організму [1,2]. 

Метою роботи було дослідження змін показників 
функціональної активності астроцитів 1 нейроцитів 
преоптичного ядра гіпоталамуса самок щурів на різних 
стадіях статевого циклу та в умовах іммобілізаційного 


стресу. 
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 


Експеримент проведений на 24 самках щурів Rattus 
norvegicus лінії Вістар трьохмісячного віку. Тварин, які 
перебували на стадії еструса 1 діеструса, піддавали дії 
іммобілізаційного стресу протягом 1,5 годин. 
Наприкінці досліду всі тварини були піддані декапітації. 
Для гістологічних досліджень видалялися преоптичні 
ядра гіпоталамуса щурів, які були оброблені за 
стандартною  гістологічною методикою. Зрізи для 
електронної мікроскопії (товщиною 30 нм) виготовляли 
на ультрамікротомі LKB Ultratom ME Ш ТҮР (Швеція) 
888802. Ультраструктурне дослідження здійснювали під 
електронним мікроскопом ТЕМ-125 С (АТ «Селмі», 
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Суми, Україна). На мікрофотографіях, отриманих на 
збільшенні х2400, проводили підрахунок параметрів 
клітин за допомогою програмного забезпечення Scion 


Image (США). Висновки про функціональну 
активність клітин робили на основі вивчення 
наступних морфометричних показників: площа 


перерізу ядер астроцитів і нейроцитів; фактор форми 
ядер астроцитів та нейроцитів; питома кількість 
ядерних пор - кількість ядерних пор на мкм довжини 
периметру ядра. Статистичну обробку даних 
здійснювали за допомогою програмного забезпечення 
SEWSS STATISTICA 7.0. (for Windows). Вірогідність 
різниці між морфометричними показниками 
контрольної та піддослідних груп щурів оцінювали за 
критерієм Стьюдента при р<0,05. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Преоптична область знаходиться в передньому 
гіпоталамусі. В преоптичній зоні знаходиться чотири 
ядра (медіальне, | серединне, латеральне 1 
паравентрикулярне). В даному дослідженні 
розглядалися клітини медіального преоптичного ядра: 
як нейроцити та астроцити. Причому розрізнялися 
астроцити двох типів: фіброзні та протоплазматичні. 
Нейроцити вважаються основними клітинами 
нервової тканини.  Фіброзні 


астроцити | при 
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характеризуються світлою цитоплазмою. Ядерна 
оболонка фіброзних астроцитів може утворювати 


глибокі складки, а каріоплазма характеризується 
рівномірною електронною щільністю (рис. 1). 
Протоплазматичні астроцити мають коротші та більш 
численні відростки, ніж у фіброзних астроцитів. 
Цитоплазма протоплазматичних астроцитів містить 
небагато вільних рибосом і мікротрубочок, багата на 
мітохондрії [8] (рис. 2). 


Оцінка активності астроцитів та нейроцитів 
преоптичного ядра гіпоталамуса щурів на стадії 
діеструса 

Для площі поперечного перерізу ядер нейроцитів 
(НЦ) ПОЯ на стадії діеструса характерне достовірне 
зростання в контрольній груш тварин (КД) 
(129,64+3,87 мкм?), порівняно з щурами після 
стресового впливу також на стадії діеструса (СД) 
(155,83+3,12 мкм”), що свідчить про зростання 
синтетичної функції в цих клітинах. Фактор форми 
ядер нейроцитів достовірно зменшується у тварин на 
стадії діеструса після впливу стресу (0,45+0,07), в 
порівнянні з контрольною групою (0,73+0,09), що 
також свідчить про підсилення синтетичних процесів 
у нейроцитах. Нейроцити в групі щурів на стадії 
діеструса після дії стресу проявили статистично 
достовірне зменшення питомої кількості ядерних пор 
(0,59-0,09), на відміну від контрольної групи 
(0,91+0,06). Загалом отримані дані можна розглядати 
як свідчення скоріше зростання синтетичної 
активності нейроцитів у тварин на стадії діеструса. 

У тварин на стадії діеструса фіброзні астроцити 
(ФА) мають достовірне зменшення за площею 
поперечного перерізу ядер після дії стресу (30,24+2,51 
мкм'), порівняно з контрольною групою (42,96+1,72 
мкм”), що свідчить про зниження синтетичної 
активності в цих клітинах. Фактор форми ядер 
фіброзних астроцитів не проявляє достовірних змін 
при стресі (0,53+0,06), порівняно з контрольною 
групою щурів (0,58+0,07). Показник питомої кількості 
ядерних пор достовірно знижується після впливу 
стресу в фіброзних астроцитах тварин на стадії 
діеструса (0,71+0,07), на відміну від контрольної 
групи щурів (0,58+0,08). Таким чином, під дією стресу 


синтетична | активність | фіброзних астроцитів 
зменшується. 
Протоплазматичні астроцити (ПА) 


характеризуються достовірним зменшенням площі 
поперечного перерізу ядер при дії іммобілізаційного 
стресу (22,56+0,88), на відміну від тварин контрольної 
групи на стадії діеструса (33,61+0,81), що вказує Ha 
зниження синтетичних процесів у цих клітин. 
Достовірних змін у показниках фактора форми в 
протоплазматичних астроцитах шурів при дії стресу 
не відбувається (0,82+0,04), порівняно з тваринами 
контрольної групи (0,79+0,04). Питома кількість 
ядерних пор у цього виду астроцитів у тварин на 
стадії діеструса після впливу іммобілізаційного стресу 
(0,66+0,11) також достовірно не змінюється, 
порівняно з контрольною групою тварин (0,74+0,16). 
Отже, під дієєю стресу в тварин на стадії діеструса 
синтетична активність астроцитів, як фіброзних, так 1 
протоплазматичних, знижується. 
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Оцінка активності астроцитів та нейроцитів 
преоптичного ядра гіпоталамуса щурів на стадії 
еструса 

Площа поперечного перерізу ядер нейроцитів 
преоптичного ядра гіпоталамуса шурів на стадії еструса 
достовірно збільшується після впливу іммобілізаційного 
стресу (177,7+3,62 мкм), порівняно з тваринами 
контрольної групи (134,26+2,66). Цей же показник 
достовірно зростає в тварин на стадії еструса (177,7+3,62 
мкм“), порівняно з щурами на стадії діеструса 
(155,83=3,12) після впливу стресу. Фактор форми 
нейроцитів не проявив достовірних змін після дії стресу 
в тварин на стадії еструса (0,60-0,09), порівняно з 
щурами контрольної групи (0,76+0,05) на такій же стадії 
естрального циклу. Вплив стресу також не відзначився 
на змінах цього показника в тварин на стадії еструса 
(0,60+0,09), порівняно з тваринами на стадії діеструса 
(0,45-0,07). Нейроцити не проявили достовірних змін за 
показником питомої кількості ядерних пор у тварин на 
стадії еструса після стресового впливу (0,77+0,09), 
порівняно з щурами контрольної групи (0,55+0,08). Але 
відбулися достовірне зменшення даного показника у 
контрольної групи тварин на стадії еструса (0,55+0,08), 
порівняно з контрольною групою щурів на стадії 
діеструса (0,91-0,06). Загалом відбувається зростання 
синтетичної активності нейроцитів при стресі. 

Фіброзні астроцити щурів на стадії ecrpyca проявили 
достовірне зростання площі поперечного перерізу ядер 
(85,10+2,72 мкм”) при стресі, на відміну від тварин 
контрольної групи також на стадії еструса (58,09+1,31 
мкм”). Іммобілізаційний стрес також суттєво вплинув на 
зростання даного морфометричного показника у тварин 
на стадії ecrpyca (85,10+2,72 мкм an порївняно 3 щурами 
на стадії дїеструса (30,24+2,51). Крім того, відбулося 


статистично достовірне зростання площі поперечного 
перерізу ядер нейроцитів у щурів контрольної групи на 
стадії еструса (58,09+1,31 мкм”), порівняно з щурами 
також контрольної групи на стадії діеструса 
(42,96+1,72). Фактор форми ядер клітин не зазнав 
достовірних змін у тварин на стадії еструса після 
стресового впливу (0,55-0,08), порівняно з щурами 
контрольної групи на стадії еструса (0,54+0,08). Також 
не відбулося достовірних змін за даним показником у 
групах тварин при переході від еструса до діеструса 
незалежно від стресового впливу. Фіброзні астроцити не 
показали жодних достовірних змін за показником 
питомої кількості ядерних пор у тварин на стадії еструса 
після впливу стресу (0,85+0,12), порівняно з 
контрольною групою тварин (0,63-0,06). Достовірних 
змін у цих групах тварин , порівняно з відповідними 
групами на стадії діеструса, також статистично не 
зафіксовано. Ці дані можна інтерпретувати як свідчення 
певного зростання синтетичної активності фіброзних 
астроцитів. 

Загалом у тварин на стадії еструса при стресі 
спостерігається активація як нейроцитів, так 1 обох типів 
досліджуваних астроцитів. 

Тварини проявили максимальну кількість 
статистично достовірних змін за показниками 
протоплазматичних астроцитів. По-перше, даний вид 
астроцитів у щурів на стадії еструса достовірно збільшує 
площу поперечного перерізу ядер після впливу стресу 
(55,33=1,24 мкм Sy Ha відміну від показника контрольної 
групи тварин на стадії ecrpyca (40,26+0,63 мкм Э. Також 
достовірно зріс даний морфометричний показник у 
тварин на стадії еструса (55,33+1,24 мкм), порівняно з 

щурами на стадії діеструса (22,56+0,88 мкм”) при впливі 
іммобілізаційного стресу. 


Таблиця 


Морфометричні показники клітин преоптичного ядра гіпоталамуса щурів 


Група тварин 


Параметр еВ | е 


Площа ЖОЮ 
перерізу 
ядер 
клітин, 
мкм? 


| 129,64+3,87 | 64+3,87 


Фактор 
форми 
ядер 
клітин 


Питома 
кількість 
ядерних 
пор 


ал 
| ПА 


Примітка :* 


| 134,26+2,66 | 26+2,66 


42,96+1,72 58,09+1,31* 30,2422,51* 85,1042,72** 
Ж © 33,61+0,81 40,26+0,63" 22,56+0,88* 55,33-+1,24** 


0,73+0,09 | 0,76+0,05 0,4540,07* 0,60+0,09 
ФА | 0,58-0,07 | 0,54+0,08 0,5320,06 0,55+0,08 


| 177,74+3,62** | 74+3, | 177,74+3,62** | 


| 155,83+3,12% | 83+3, | 155,83+3,12% | 


0,74+0,16 0,62+0,07 0,66-0,11 0,62+0,09 


- р<0,05, порівняно з відповідною групою тварин на стадії діеструса; 


* - р<0,05, порівняно з відповідною групою тварин, що не піддавалися дії стресу. 


Крім того, B  протоплазматичних  астроцитах 
контрольних груп щурів теж відмічаються достовірні 
зміни: зростання площі поперечного перерізу ядер 
клітин у групі тварин на стадії еструса (40,26+0,63 
мкм”), порівняно з щурами на стадії діеструса 


(33,61+0,81 мкм”). Фактор форми ядер достовірно 
зростає в протоплазматичних астроцитів щурів на 
стадії еструса після дії стресу (0,89-0,03), на відміну 
від тварин контрольної групи на стадії еструса 
(0,77+0,05). Змін цього показника при переході від 
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еструса до дїеструса не вїдбувається як в контрольних 
групах тварин, так i в щурів після впливу 
іммобілізаційного стресу. Питома кількість ядерних 
пор залишається незмінною в щурів на стадії еструса 
при дії стресу (0,62=0,09), порівняно з цим 
показником у контрольній групі тварин на стадії 
еструса, який становить 0,62+0,07. Жодних 
статистично достовірних змін питомої кількості 
ядерних пор не відбулося у цього виду астроцитів 
тварин як при переході від однієї стадії 
репродуктивного циклу до іншої, так 1 після впливу 
іммобілізаційного стресу. Загалом для 
протоплазматичних астроцитів притаманне 
підсилення синтетичних процесів при стресі на тлі 
еструса (табл). 


ВИСНОВКИ 


При іммобілізаційному стресі у щурів 
спостерігається достовірне зростання синтетичної 
активності нейроцитів преоптичного ядра 
гіпоталамуса як на стадії діеструса, так і на стадії 
еструса. Натомість фіброзні та протоплазматичні 
астроцити тварин на стадії діеструса реагували на 
стресовий вплив зниженням синтетичної активності, а 
на стадії еструса синтетичні процеси зростали. 
Загалом у преоптичному ядрі гіпоталамуса самок 
щурів на стадії еструса ва досліджувані 
морфометричні параметри нейронів зазнали 
достовірних змін. Клітини проявили найбільшу 
кількість достовірних змін за площею поперечного 
перерізу ядер, тому даний показник є найбільш 
варіабельним. 
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ИЗМЕНЕНИЕ МОРФОМЕТРИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ КЛЕТОК 
ПРЕОПТИЧЕСКОГО ЯДРА ГИПОТАЛАМУСА КРЫС НА РАЗНЫХ СТАДИЯХ ЭСТРАЛЬНОГО ЦИКЛА ПРИ 


ИММОБИЛИЗАЦИОННОМ СТРЕССЕ 


Пустовалов А.С., Матвиенко М.Г., Дзержинский Н.Э. 


Установлено, что клетки  преоптического ядра гипоталамуса крыс по-разному реагируют на воздействие 
иммобилизационного стресса. Морфометрические параметры нейроцитов продемонстрировали усиление синтетических 
процессов в этих клетках, напротив функциональная активность астроцитов снизилась под влиянием стресса. 


Ключевые слова: гипоталамус, глия, нейроцит, иммобилизационый стресс. 


CHANGES IN MORPHOMETRIC PARAMETERS 


OF FUNCTIONAL ACTIVITY IN CELLS OF RAT 


HYPOTHALAMIC PREOPTIC NUCLEUS AT DIFFERENT STAGES OF OESTROUS CYCLE DURING 


IMMOBILIZATION STRESS 
Pustovalov A.S., Matvienko M.G., Dzerzhinsky M.E. 


It has been established that cells of rat hypothalamic preoptic nucleus respond differently to immobilization stress. Morphometric 
parameters of neurocytes demonstrated the increasing processes of synthesis in these cells, contrary the functional activity of the 


astrocytes has been decreased under stress effect. 


Key words: hypotalamus, glia, neurocyte, immobilization stress. 
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АТФазна АКТИВНІСТЬ ТА РЕАКЦІЯ СУПЕРПРЕЦИШТАЦИ AKTOMIO3HHY 
СКЕЛЕТНИХ МЯЗІВ ШД ВПЛИВОМ БАГАТОСТІННИХ НАНОТРУБОК TA 
БАГАТОСТІННИХ НАНОТРУБОК ДОТОВАНИХ ЗАЛІЗОМ 


Шепель І.О., Шелюк О.В., Кременецька К.О. 


Київський національний університет імені Тараса Шевченка, Київ, Україна 


Надійшла до редакції 19.04.2012 


Досліджено вплив багатостінних нанотрубок (БВНТ) та БВНТ датованих залізом на основні функціональні показники 
актоміозину скелетних м'язів кроля. Виявлені протилежні ефекти БВНТ та БВНТ датованих залізом на показники реакції 
суперпреципітації 1 АТФазної активності актоміозину, що можна пояснити, наприклад, присутністю у складі БВНТ сполук 
металів (зокрема, заліза), які можуть бути ефективними інгібіторами даних функціональних показників. 


Ключові слова: багатостінні вуглецеві нанотрубки, АТФазна активність, суперпреципітація актоміозину, скелетні м'язи. 


ВСТУП 


Пошук нових нанорозмірних хімічно-інертних 
сполук, здатних впливати на клітинні процеси, є 
актуальним завданням нанобіотехнологій. З огляду на 
це інтенсивно досліджується наноструктури, яким 
притаманні унікальні фізико-хімічні властивості, що 
робить ix перспективними для біологічного й 
медичного застосування [1]. Наприклад, здатність 
вуглецевих нанотрубок (ВНТ) проникати крізь 
клітинні мембрани уможливлює їх використання для 
транспортування протеїнів, антигенів, вакцин та 
лікарських препаратів у клітину [2]. Також 
досліджено властивість ВНТ унаслідок їх електричної 
стимуляції переносити сигнали до нервових клітин. 
Відомо, що вплив ВНТ на біологічні структури 
залежить від їхнього типу (одно-чи багатостінні), 
розміру, концентрації в середовищі, способів 
функціоналізації (функціональних груп, приєднаних 
до поверхні ВНТ) та домішок металів у суспензії [3]. 
На сьогодні ВНТ також планують застосовувати для 
створення штучних м'язів, які можуть бути втричі 
міцнішими за біологічні 1 не змінюватимуть своїх 
властивостей під впливом високих температур та 
багатьох хімічних реагентів |2, 4]. Також не існує 
даних про дію ВНТ на скоротливі білки, зокрема на 
актоміозиновий комплекс. Основною метою даної 
роботи було з'ясування впливу багатостінних 
вуглецевих нанотрубок (БВНТ) та БВНТ з залізом на 
функціональні характеристики м'язових білків, а саме 
на реакцію суперпреціпітації, яка являє собою 
спрощену модель м'язового скорочення, а також на 
АТФ-азну активність актоміозину, що є основним 
показником його функціональної активності [5]. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Дослідження проводили на актоміозині скелетних 
м'язів кроля породи Радянська Шиншила. Забій 
тварин здійснювали, попередньо наркотизуючи їх 
нембуталом. Виділення актоміозину проводили за 
методикою Перрі, описаною в роботі Тартаковського 
[6]. 

Для дослідження впливу bBHT ra bBHT з залізом 
Hà актоміозиновий комплекс була виміряна АТФ-азна 
активність нативного актоміозину B присутност 
магнію і кальцію (Mg Са" -АТФ-азна активність), та 
чутливість цієї активності до Са“ в присутності 
хелатора іонів Ca” - ETTA (К (ЕСТА)-АТФ-азна 
активність). B ряді експериментів проводили 
вимірювання зміни АТФ-азної активності білкового 
комплексу в присутності ряду концентрацій БВНТ та 
БВНТ з залізом від 10° до 10? мг/мл. При цьому 
інкубаційне середовище (37°С) містило B першому 
випадку: 2.5 MM МЕСІ», 0.1 мМ CaCl), 50 мМ KCI, 
0.28 мг/мл актоміозину, 20 мМ імідазольного буферу 
(рН 7.5), в другому випадку, для визначення К'-АТФ- 
азної активності, замість двовалентних іонів додавали 
IMM ЕГТА. АТФ-азну активність AM визначали 3a 
кількістю неорганічного фосфату  (Фн), що 
утворюється при гідролізі АТФ і виражали в нмоль 
Du ° xB” • мг білка [7]. 

Реєстрацію кінетичних кривих СПП актоміозину 
проводили на спектрофотометрі SPECORD M40 
(Німеччина). Кінетику процесу СПП актоміозину 
реєстрували за зміною оптичної густини на довжині 
хвилі 450 нм в 1 см кюветах при температурі 25 °C в 
реакційній суміші (загальний об'єм — 3 мл): 1 MM 
MgCb, 1 MM CaCl, 100 MM KCI, 0.1мМ ETTA та 20 
MM тріс-НСІ, при рН 7.5, кінцева концентрація білка — 
0,2 мг/мл. Реакцію СПП актоміозину ініціювали 
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внесенням до реакцїйної cyMiui розчину АТФ 
(кінцева концентрація 0,1 MM). З отриманих 
кінетичних кривих значення  суперпреціпітації 


розраховувалась за формулою (Dmax - Do), де Do 1 Dmax 
є значеннями початкової та максимальної оптичної 
густини актоміозину. У роботі вивчали вплив БВНТ 
i А -5 10-9 
та bBHT з залізом у концентраціях 107-10 мг/мл. 
Статистичну обробку результатів експериментів та 
механокінетичний аналіз проводили в програмі Origin 
8.0 (OriginLabCorporation, США). 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Вплив БВНТ та БВНТ з залізом на АТФазну 
активність актоміозину. Отримані результати 
свідчать, що нанотрубки в концентраціях 10°, 107 та 
10° мг/мл підвищують показники як Мр2',Са?'- 
АТРазної, так і К'-АТРазно! активності актомюзину 
(рис. 1, А), а саме: значення Ма“ Са" -АТРазної 
активності зростають практично однаково на 25% 
відносно контролю за дії вище вказаних концентрацій 
БВНТ; БВНТ у концентраціях 10°, 107 та 10? мг/мл 
підвищують K -АТРазну активність на 17, 10 та 14%, 
відповідно, відносно контролю. 

Як показано на рис. 1, B bBHT з залізом мали 
концентраційну залежність та знижували АТФазну 
активність актоміозину в присутност ряду 
концентрацій від 10?до 10? мг/мл. BBHT з залізом в 


iq e Ж 
концентрац! 10 Mr /мл справляли значний 
HE " E; 
інгібуючий вплив. При 10 мг/мл величини 
активності зменшувались на 42,5% 1 30% від 


контрольних показників. Застосування концентрацій 
БВНТ з залізом порядку 10° мг/мл призводило до 
пригнічення на 30% Mg” Са" -АТФази i на 20% для К 
*-АТФазної активності в порівнянні з контрольними 
значеннями. 

Враховуючи відносні 
розчині актоміозин має 


розміри актоміозину (у 
вигляд циліндричної 
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структури, довжина якої складає 580 HM, а діаметр — 
116 нм) та досліджуваних наноструктур (2-5 мкм), 
можна припустити ймовірну взаємодію між ВНТ та 
активним центром актоміозинового комплексу, а саме 
з 5Н-групами, які є суттєвими в роботі цього центру 
(His? . Авро та Val"? - Ага“), що потребує 
шдтвердження [8]. Це € суттевим, оскїльки так 
висококонсервативн! групи ак SH1 1 SH2 знаходяться 
у склад! двох 
о-спіралей, в тому числі Val" = Атр”, які проходять 
під АТФ-зв'язуючим центром 1 є суттєвими в його 
роботі. 

Вплив БВНТ та БВНТ з залізом на реакцію 
суперпреципітації актоміозину. Типові криві реакції 
суперпреципітації актоміозину в присутності різних 
концентрацій БВНТ та БВНТ з залізом як функцію 
часу представлені на рис. 2. Отримані результати 
засвідчують, що внесення у пробу БВНТ у 
концентрацїях 10°, 107 ra 10? мг/мл спричиняє 
достовїрне зростання величини суперпрециштацїї 
відносно контролю (рис. 2, А). За присутності 1077 та 
10? мг/мл BBHT величина суперпреципітації зростає 
на 10 1 32% відносно контролю і становить 0.085 та 
0.102 відн.од., відповідно. При використанні БВНТ у 
концентрації 10? мг/мл величина суперпреципітації 
майже не змінюється відносно контролю (її зростання 
знаходиться в межах похибки вимірювання). 

Час (т), необхідний для досягнення половини 
величини суперпреципітації, для концентрації БВНТ 
10? мг/мл майже не відрізнявся від контролю (10.1 хв) 
і становив 9.7 хв. Зі збільшенням концентрації БВНТ 
до 107 та 10? мг/мл значення t зростало i складало 6.5 
1 8.7 хв, відповідно. 

БВНТ з залізом в концентраціях 107 i 10? мг/ мл 
знижували реакцію СПП, але при концентрації 10° 
шдвищувалось значення СПП (рис. 2, Б). 
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Рис 1.Вплив багатостінних вуглецевих нанотрубок (БВНТ) (А)та БВНТ датованих залізом (b) на АТФазну активність 


актоміозину скелетних м'язів кроля: (п=10); * - р<0.05. 


АТФазна АКТИВНІСТЬ ТА РЕАКЦІЯ СУПЕРПРЕЦИШТАЦИ АКТОМІОЗИНУ СКЕЛЕТНИХ МЯЗІВ ПІД ВПЛИВОМ 63 
БАГАТОСТІННИХ НАНОТРУБОК ТА БАГАТОСТІННИХ НАНОТРУБОК ДОТОВАНИХ ЗАЛІЗОМ 
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Рис. 2. Типові кінетичні криві реакції суперпреципітаціїактоміозинового комплексу скелетних м'язів кроляпри 


різних концентраціях БВНТ (А) та БВНТ з залізом (Б) :1- контроль; 2 


При дослідженні впливу БВНТ з залізом 
встановлено, що значення т  зменшувалося 3 
збільшенням концентрації БВНТ з залізом від 10°, 10° 
7 no 10° мг/мл вїдносно контролю (4.8 хв) і становило 
12.1, 11.5 19.5 хв, відповідно. 

Відомо, що загальною ознакою для більшості 
захворювань м'язів (прогресуючі м'язові дистрофії, 
атрофія м'язів, запальні міопатії, у тому числі міозит 
та поліміозит, тощо), які супроводжуються м'язовою 
слабкістю (наприклад, хронічна м'язова 
втомлюваність), є різке зниження у м'язах вмісту 
міофібрилярних білків. |9) Також при патології 
м'язової тканини можна спостерігати певну 
закономірність у зміні активності білків, зокрема 1 
зниження АТФазної активності міозину. | 10) У зв'язку 
з цим перспективне значення для подальших 
досліджень може мати виявлений ефект активації 


реакції суперпреципітації 1 АТФазної активності 
актоміозину БВНТ. 
Деякі фізіологічні стани, навпаки, 


супроводжуються гіперактивністю м'язів. У зв'язку з 
цим практичне значення може мати виявлений ефект 
пригнічення реакції суперпреципітації і АТФазної 
активності актоміозину скелетних м'язів БВНТ з 
залізом. 

Отже, за умов норми та патології цілком можлива 
регуляція скорочення-розслаблення скелетних м'язів 
за участю обох типів досліджуваних багатостінних 
вуглецевих нанотрубок [11]. 


ВИСНОВКИ 


У присутност БВНТ при концентраціях 
9 107 105 m de 2+ с 2+ 
107, 10° 10^ та мг/мл шдвицуваласђ як Ме” „Са -, 
А + . А — 
такі К -АТФазна активність актоміозину. Найбільш 
2+ 2+ : 
чутливою виявилась Маг , Са -АТФазна активність. 
У випадку реакції суперпреципітації актоміозіну за 
npucyrHocribBHT у вище вказаних концентраціях 
виявлено  дозозалежний характер їх впливу. 


10°; 3 – 107; 4 — 10? мг/мл. 


Найбільшу активність спостерігали за концентрації 
БВНТ 10? мг/мл. Результати дослідження БВНТ 3 
залізом при різних концентраціях на Mg Bog EK e 
АТФазну активність актоміозинового комплексу 
виявили дозо залежний інгібуючий вплив. Більш 
чутливими до БВНТ з залізом виявилися Mg e Ca +- 
АТФазна активність. 

Виявлені протилежні ефекти - зростання реакції 
суперпреципітації 1 АТФазної активності актоміозину 
БВНТбез домішок та пригнічення реакції 
суперпреципітації 1 АТФазної активності актоміозину 
скелетних м'язів БВНТ з залізом - можна пояснити, 


наприклад, присутністю у складі БВНТ сполук 
металів (зокрема, заліза), які можуть бути 
ефективними інгібіторами даних функціональних 
показників . 


Підводячи підсумки, отримані дані свідчать про 


здатність обох типів БВНТ впливати на 
функціонування актоміозинового комплесу та 
визивають зацікавленість стосовно подальшого 


вивчення даних наносистем в регуляції м'язових 
скорочень для лікування м’язових патологій. 


Література 

1. Ajayan P. M., Zhou О. 7. Drug delivery and biomolecular 
transport // Carbon. — 2005. — Vol.43. — P. 389-415. 

2. Гусев A.H. Наноматериалы, наноструктуры, 


нанотехнологии. - М.: Физматлит, 2007. - 416 с. 

3. Ch. Vauthier, М. Tsapis, P. Couvreur, Nanomedicine — 
2011. - Vol 6. — P. 99. 

4. Dresselhaus M.S.,Dresselhaus G., Avouris Ph. Carbon 
Nanotubes: Synthesis, Structure, Properties and 
Applications. — Springer: Berlin, 2001. — 463 p. 

5. Бендолл Дж. Мышцы, молекулы и движение. - М.: 
Мир, 1970. — 256 c. 


6. Тартаковский АД. // Сб: Биофизические и 
биохимические методы исследования мышечных 
белков / Под.ред. ИваницкогоГ.Р. — Л.: Наука. — 1978. — 
С. 55—76. 


7. Fiske C.H., Subbarow G. The coloremitric determination of 
phosphorus//J.Biol.Cem. - 1925. - Vol.66., N1.- P.375-380. 


64 


Шепель I.O., Шелюк O.B., Кременецька К.О. 


8. Данилова В.М. Біохімічні механзми регуляції некотрьх  ферментов при скачкообразных рН и 
скорочення гладеньких м'язів // Биополимеры и клетка. - температурных переходах // Биохимия. - 1974. - Т.39, 
1996. - T.12, №4. - C.5 – 24. №5. - с. 999 - 1002. 

9. Поглазов B.T., Левицкий Д.И. Миозин и биологическая 11. Parc К. N., Chhowalla M., Iqbal Z., Sesti Е. Single —walled 
подвижность. - M.: Наука. - 1982. - 160 c. carbon nanotubes are a new class of ion chanellblocers J. 

10. Медведева H.B., Блюменфельд JIA., Рууге Э.К. О Biol. Chem. — 2003. — Vol. 278, N50. — P. 50212-50216. 


релаксационном характере изменения активности 


АТФазная АКТИВНОСТЬ И РЕАКЦИЯ СПЕРПРЕЦИПИТАЦИИ АКТОМИОЗИНА СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦ ПОД 
ВЛИЯНИЕМ МНОГОСТЕННЫХ НАНОТРУБОК И МНОГОСТЕННЫХ НАНОТРУБОК ДОТИРУЕМЫХ 
ЖЕЛЕЗОМ 


Шепель И.А, Шелюк O.B., Медынская К.А. 


Исследовано влияние многостенных нанотрубок (БВНТ) и БВНТ датированных железом на основные функциональные 
показатели актомиозина скелетных мышц кролика. Выявленные противоположные эффекты БВНТ и БВНТ датированных 
железом на показатели реакции суперпреципитации и АТФазной активности актомиозина, что можно объяснить, например, 
присутствием в составе БВНТ соединений металлов (в частности, железа), которые могут быть эффективными 
ингибиторами данных функциональных показателей. 


Ключевые слова: многостенные углеродные нанотрубки, АТФазная активность, суперпреципитация актомиозина, 
скелетные мышцы. 


ATPase ACTIVITY AND SUPERPRECIPITATION ACTOMYOSIN OF SKELETAL MUSCLES UNDER THE 
INFLUENCE MULTI-WALLED CARBON NANOTUBES AND MULTI-WALLED IRON-FILLED CARBON 
NANOTUBES 


Shepel І.О., Shelyuk О.У., Medynska К.О. 
The influence multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs) and multi-walled iron-filled carbon nanotubes on the basic functional 
parameters actomyosin rabbit skeletal muscle. Identified opposite effects MWCNTs and Fe-MWCNTs on performance and 


superprecipitation and ATPase actomyosin activity, which may explain, for example, in the presence MWCNTs metal compounds 
(such as iron) that may be effective inhibitors of data functional parameters. 


Key words: carbon nanotubes, ATPase activity, superprecipitation, actomyosin. 


